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Einleitung

1 Einleitung

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) wurde dem WHO (World Health Organization)
Task Force Report aus dem Jahre 1980 als eine primare Herzmuskelerkrankung
heterogener Atiologie klassifiziert (1). Die DCM ist gekennzeichnet durch eine
Dilatation insbesondere des linken Ventrikels (LV), groftenteils auch mit Beteiligung
des rechten Ventrikels (RV) im Sinne einer biventrikularen Dilatation, die sowohl mit
einer Einschrankung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF), aber auch mit
Storungen der diastolischen Funktion (Compliance) einhergeht (2). Interstitielle
Fibrose und strukturelle Alterationen der extrazellularen Matrix mit konsekutiver
Herabsetzung der Relaxation bedingen eine initiale diastolische und spater
systolische Funktionsstorung. Eine koronare Herzerkrankung wie auch andere
Ursachen fur die Herzinsuffizienz (z.B. arterieller Hypertonus, ursachliche signifikante
Vitien) sind Ausschlusskriterien fur die DCM (2-4). Neben der idiopathischen DCM
mit unbekannter Ursache unterscheidet man die sekundaren Kardiomyopathien im
Sinne eines Folgezustands verschiedener Erkrankungen.

Es besteht eine atiopathogenetische Assoziation zwischen der akuten Myokarditis
(AMC) und der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) (2, 5). Kardiotrope Viren (am
haufigsten das Parvovirus B19; mittels nested PCR (nPCR) ermittelt und eine
intramyokardiale Entzindung (Immunhistologie) kénnen in Endomyokardbiopsien
(EMBs) von ca. 60% der Patienten mit der klinischen Prasentation einer AMC oder
DCM nachgewiesen werden, was mit der WHO-Definition einer ,inflammatorischen
Kardiomyopathie® (DCMi) konform ist (32,49,59). Insbesondere die Viruspersistenz
ist mit einer progredienten Einschrankung der linksventrikularen Ejektionsfraktion
(LVEF) sowie einer signifikant erhdhten Mortalitat assoziiert (6-8). Daruber hinaus
hat die antikardiale humorale Immunitat eine prognostische Rolle (9, 10). Nach einer
akuten Myokarditis (AMC) hat jedoch der immunhistologische Nachweis einer DCMi
eine entscheidende prognostische Rolle fur die Mortalitat und die Entwicklung einer
herztransplantationspflichtigen DCM (11).

Die antivirale Immunantwort bei DCMi ist unvollstandig verstanden (12-14). Die Rolle
von regulatorischen T-Zellen (Tregs), die durch den Transkriptionsfaktor FoxP3
charakterisiert werden, ist bei der humanen DCMi bislang nicht untersucht. Tregs

konnten einerseits vor einer Uberschiessenden, gewebsdestruierenden
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Immunantwort schutzen, andererseits aber auch die effektive Viruselimination Uber
die Hemmung der antiviralen Immunantwort fordern. Bei zwei Auto-
immunerkrankungen (graft versus host disease / GVHD und der chronisch
entzandlichen Darmerkrankungen) sind klrzlich erniedrigte Frequenzen von sich im
Thymus entwickelten CD4*CD25™ (high) bzw. FoxP3" Tregs in mononukleéren
Zellen (PBMCs) beschrieben worden. Hingegen wiesen Patienten mit einer akuten
Divertikulitis erhdhte FoxP3* Frequenzen auf, was die Regulierbarkeit der Tregs in

PBMCs bei unterschiedlichen immunvermittelten Erkrankungen verdeutlicht (15, 16).

1.1 Epidemiologie und Atiologie der DCM

Die DCM ist mit einer Inzidenz von 6 pro 100.000 Einwohner und einer Pravalenz
von 36 pro 100.000 Einwohner die haufigste Herzmuskelerkrankung und ist neben
der koronaren Herzerkrankung die bedeutendste Indikation fur eine
Herztransplantation. Es sind jahrlich 3,8 Todesfalle pro 100.000 Einwohner auf eine
DCM zurlckzufuhren (1,54). Der Altersgipfel bei Erstdiagnose ist im mittleren und im
jugendlichen Alter angesiedelt. Manner sind in einem Verhaltnis von 3:1 haufiger
betroffen als Frauen (17-20).

Allerdings lasst sich sagen, dass epidemiologische Daten zur akuten Myokarditis
(AMC) derzeit nur eingeschrankt zur Verfigung stehen. Ein Grund hierfur liegt in der
mutmallich hohen Haufigkeit der myokardialen Beteiligung bei Virusinfekten. Da
hierbei oft nur geringe Symptome auftreten, wird hier die klinische Relevanz
verkannt. Eine detaillierte Diagnostik an kardiologischen Zentren bleibt somit
mutmallich sehr haufig aus. Demzufolge ist die Dunkelziffer dieses Krankheitsbildes
als hoch anzusiedeln. Patienten mit einer histologisch gesicherten Myokarditis haben
eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 45%, was belegt, dass die Myokarditis per se
keine harmlose Erkrankung ist, und dass es gilt, die prognostisch relevanten
Faktoren und Konstellationen zu eruieren.

Atiologisch lassen sich die idiopathische, virale, autoimmunologische, toxische (u.a.
alkohol- oder medikamenteninduziert) und familiar-heriditare Formen unterscheiden
(2, 10, 21-27). Die DCM kann auch mit einer bekannten kardiovaskularen
Herzerkrankung in Verbindung gebracht werden, wobei sich hier das Ausmal’ der

myokardialen Dysfunktion nicht alleine durch den Umfang der ischamischen
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Schadigung oder durch die pathologischen Bedingungen der Hamodynamik erklaren
lasst. Eine DCM ist bei Nachweis einer Viruspersistenz und/oder einer
immunhistologisch detektierten intramyokardialen Entziindung (DCMi) prognostisch
entscheidend schlechter eingestuft, wahrend die histologische Diagnostik der aktiven
oder grenzwertigen Myokarditis nach den Dallas Kriterien keine prognostische
Aussagekraft hat (6-9, 11, 28).

1.2 Klinik und Verlauf der Myokarditis und DCM

Ein spezifisches, pathognomonisches Symptom der akuten Myokarditis (AMC)
existiert nicht. Sie kann vollkommen asymptomatisch auftreten, aber auch mit
Belastungsintoleranz, atypischer Angina pectoris bis hin zur Herzinfarkt-ahnlichen
Prasentationen oder diversen Herzrhythmusstérungen wie Extrasystolie, AV- Block,
Schenkelblock, Vorhofflimmern und ventrikulare Tachykardien einhergehen. Haufig
besteht eine zeitliche Assoziation zu einem Infekt des respiratorischen und/oder

gastrointestinalen Traktes. Ein Perikarderguss kann nachweisbar sein (3, 5, 29, 30).

Akute Myokarditis

Asymptomatisch Angina pectoris Arrhythmien Herzinsuffizienz Fulminante

Myokarditis

. \\/J J

N
o I

Komplette/  Pldtzlicher DCM Herz- Tod durch
partielle Herztod {Dilatative Transplantation Herz-
Ausheilung (Arrhythmien) Kardiomyopathie) insuffizienz
Abb.1: Unterschiedliche klinische Prasentationen der akuten Myokarditis (AMC) und differente

klinische Verlaufe unter konventioneller Herzinsuffizienz-Therapie.
(Ubersetzt und modifiziert nach (5)).



Einleitung

Die Klinik zeichnet sich durch ein Vorwarts- und Ruckwartsversagen des linken
Ventrikels aus (29, 31). Mit weiterer Progression der Erkrankung kann die
Linksherzinsuffizienz in eine Globalinsuffizienz minden und wird dann mit Zeichen
der Rechtsherzbelastung symptomatisch. Im Vordergrund der DCM steht die
belastungsabhangige Dyspnoe sowie die korperliche Schwache. Hier kann eine
Einteilung nach den Richtlinien der New York Heart Association (NYHA)
vorgenommen werden. Aufgrund der unzureichenden Leistung des rechten
Ventrikels kommt es zu einem Rickstau des Blutes in den groRen Kreislauf, der zu
einem Anstieg des Venendrucks fuhren kann. Symptomatisch kdnnen sich eine
relative Trikuspidalklappeninsuffizienz, Halsvenenpulsationen, periphere Odeme,
Hepatomegalie, eine Stauungsleber (Aszites) oder gastrointestinale Stérungen wie
z.B. eine Stauungsgastritis entwickeln. Atemnot und prakardiale
Beklemmungsgefuhle treten bei 25-50% der Patienten aufgrund der erhohten
Wandspannung des Ventrikels sowie der koronaren Minderperfusion der kleinen
Gefale auf. Mit zunehmender Verminderung der Ejektionsfraktion kommt es zu einer
Zunahme der Herzrhythmusstérungen und somit steigt die Gefahr von arteriellen
und pulmonalen Embolien sowie des plotzlichen Herztodes. Mit zunehmender
Herzinsuffizienz findet sich ein verlagerter Herzspitzenstol,
Mitralklappeninsuffizienz-Gerausche und diastolische Extraténe (Galopprhythmus).
Subjektive Arrhythmien und atypische pektangindse Beschwerden werden haufig
beklagt. Die bei der AMC vorkommenden Herzrhythmusstorungen (Extrasystolie, AV-
Block, Schenkelblock, Vorhofflimmern, ventrikulare Tachykardien) konnen prinzipiell
auch bei der DCM auftreten (3, 29).

1.3 Pathogenese der DCM

Die Pathogenese der AMC und der DCM wird in den westlichen Landern am
haufigsten mit einer kardiotropen Virusinfektion assoziiert. In einer Mehrzahl der
Falle kommt es zu einer spontanen Ausheilung. Jedoch kann es auch zu einem
Ubergang in eine DCM kommen. In einer Metaanalyse konnte gezeigt werden, dass
21% der Myokarditis- Patienten innerhalb einer mittleren Beobachtungsdauer von 33
Monaten eine manifeste DCM entwickeln (5). Lange Zeit war die Virusatiologie der
Myokarditis umstritten, da spezifische Methoden fehlten um den positiven

Virusnachweis zu erbringen. Erst nach Einflhrung von sensitiven und spezifischen
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molekularbiologischen Techniken wie Slot-Blot, in situ Hybridisierung und
Polymerasekettenreaktion (PCR) konnten nun auch geringe Mengen an Virusgenom
im Myokard nachgewiesen werden. Mit Hilfe der konventionellen PCR oder der
sensitiveren und spezifischeren nested PCR (nPCR) konnten Parvovirus B19
(B19V), humanes Herpes-Virus Typ 6 (HHV6), Coxsackieviren der Gruppe B (CBV)
innerhalb der Gruppe der Enteroviren (EV), Adenovirus (ADV), und Epstein-Barr-
Virus (EBV), sowie in ausgesuchten Patientengruppen zusatzlich humanes
Immundeffizienz-Virus (HIV) und das Hepatitis C Virus (HCV) nachgewiesen werden
(22, 23, 32-38).

virus & . :
Clinically suspected wirLis

negative / e el ted O\ PVBIO
{ | acute myocarditis PVEB19 positive i g R
HCV"/‘/j ......
ADV+PVB19/
EBV/ s /
EBY EV#
Ev+ / / T HHY6 /
HHVS  tve BV Lriyg TVB19+ HHYVS Ev+ EARIDEHIHYP
PVB19 pvBlg  HHVS

Abb.2: Haufigkeit der Nachweisbarkeit unterschiedlicher kardiotroper Viren in EMBs von AMC- und
DCM-Patienten. (Modifiziert nach (22, 23)).

Die Entzindungsreaktion, die durch kardiotropen Viren ausgeldst wird, ist nicht
ausschlieBlich schadlich fur das Herz. Es stellt sogar eine protektive, auf die
Viruselimination gerichtete, Reaktion dar und limitiert sich durch die Viruselimination
selbst. Kommt es jedoch zu einer Autoimmunreaktion, so bleibt die anti- kardiale
Immunreaktion trotz Viruselimination erhalten. Es kommt zu einem schadlichen
Verlust von Kardiomyozyten. Die anti- kardiale Autoimmunitdt und der daraus
resultierende Kardiomyozytenverlust stellt die Endstrecke der DCM dar. Kardiotrope
Viren gelten als die hauptsachlichen Ausloser einer akuten Myokarditis und der sich
daraus entwickelnden DCM. Es wird davon ausgegangen, dass eine virale Infektion
durch Makrophagen und T-Lymphozyten prasentiert, eine Aktivierung des
Immunsystems gegen virale Proteine auslost. Hierbei entstehen auch Antikorper, die

gegen myokardialen Antigene gerichtet sind. Es kommt zu einer Zytokinproduktion,
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die einen kardial depressiven und proarrhythmogenen Effekt ausuben kann.
Proinflammatorische Zytokine konnen dann endotheliale und leukozytare
Zelladhasionsmolekile (CAMs) induzieren, die die Migration durch das Endothel
aktivieren. Sie kdnnen sich auch gegen virale Proteine richten und
immunkompetente Effektorzellen in das Myokard vermitteln. Pektangindse
Beschwerden, Troponin-/CK-Erh6hungen sowie auch Infarkt-ahnliche
Repolarisationsstérungen, die bei einer AMC nachweisbar sind, erklaren sich durch
immunvermittelte Myozytolyse.

Kommt es nun zu einer schnellen Elimination des viralen Genoms, wird dies auch zur
Eliminierung des intramyokardialen Entzindungsauslosers fuhren. In einigen Fallen
kann die intramyokardiale Inflammation jedoch persistieren. Hierzu gibt es zwei
Mechanismen.

1. Die Viruspersistenz kann zu einer anhaltenden Aktivierung des
Immunsystems gegen virale Proteine fuhren, auch wenn diese nur in
niedriger Kopienzahl auftreten.

2. Bei der immunvermittelten Kardiomyozytolyse werden kardiale Antigene
freigesetzt, die unter anderem besonders bei genetisch pradisponierten
Individuen zu einer chronischen Autoimmunitat fuhren, die auch ohne virale
Persistenz fortbestehen kann.

Beide Mechanismen schlieBen sich nicht aus und kdénnen zur gemeinsamen
Endstrecke der DCM fluhren.
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Kardiotrope
Virale Infektion
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|

Makrophage

HLA class I HLA class |

B Lymphozyt CD 4 Lymphozyt CD 8 Lymphozyt

Humorale Kaskade
Reaktive Antikorper
Zytokine
-Adhasmn Induktion von
*Migration Zelladhisi onsmolekiilen auf:
- immunkompetenten Zellen

- vaskuldrem Endothel Kardiale Dysfunktion
- extrazellulire Matrix - Kontraktilitat |
- Kardiomyozyten - Arrhythmien
Induktion von embryonalen Genen
- Hypertrophie
Abb.3: Immunpathogenese der Virus-induzierten inflammatorischen Kardiomyopathie.

(Ubersetzt und modifiziert nach (39)).

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Erkenntnisse zur Pathogenese der DCMi
gewonnen werden. Kardiotrope Viren, vorallem Entero- und Adenovirus dringen
hauptsachlich Uber den Gastrointestinaltrakt (Enteroviren) oder den Respirationstrakt
(Adenoviren) in den Wirtsorganismus ein. Diese Viren befallen dann primar die
Zellen des Immunsystems und erst sekundar die Kardiomyozyten. Dabei konnen die
Viren im retikuloendothelialem System insbesondere in den B-Lymphozyten und
Makrophagen persistieren und von dort aus andere Organe wie Herz und Pankreas
attackieren (40). Coxsackie- und Adenoviren verwenden ein gemeinsames
Adhasionsmolekul, dem Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), um Zielzellen zu
infizieren (41). Bei DCM-Herzen, aber nicht bei nicht-DCM-Herzen und Donor-
Herzen von Adulten, liegt eine CAR-Induktion auf dem Sarkolemm und den Disci

intercalatii der Kardiomyozyten vor (42).
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1.4 Diagnostik

Sowohl die klinische Prasentation als auch die Prognose von Patienten mit AMC und
DCM zeigen eine ausgepragte Variabilitat (3, 5, 29, 43, 44). Die Anamnese sowie
weitere  Untersuchungen (z.B. EKG, Langzeit-EKG, Echokardiographie,
Koronarangiographie, radiologische sowie nuklearmedizinische Untersuchungen)
konnen zwar Hinweise auf eine Herzinsuffizienz geben, jedoch keinesfalls die
Atiologie beweisen. Einerseits konnen klinische Parameter zur Evaluation der
Herzinsuffizienz bei AMC- und DCM-Patienten eingesetzt werden, andererseits
haben sie jedoch keinen Stellenwert fur die Differenzierung der Pathogenese,
Prognose oder immunmodulatorischer Therapieoptionen. Die umfangreiche
Diagnostik an Endomyokardbiopsien (EMBs) ist unabdingbar, um entzindliche
Herzmuskelerkrankungen eindeutig zu diagnostizieren, deren auslésende Faktoren
zZu identifizieren, und bietet  Ansatzpunkte  fUr  erfolgversprechende
immunmodulatorische Therapiergebnisse (3, 13, 29, 45).

EMBs Entnahmen zu diagnostischen Zwecken sollten bei einem entsprechenden
klinischen Verdacht einer AMC oder DCM durchgefuhrt werden, nachdem eine
mechanische Uberbelastung wie kongenitale Vitien, Erkrankungen der Herzklappen,
systemisch oder  pulmonale Hypertonie sowie andere sekundare
Myokarderkrankungen und eine koronare Mangeldurchblutung als Ursache kardialer
Beschwerdesymptomatik ausgeschlossen worden sind (2, 3, 13, 29, 46, 47). Die
Technik zur Entnahme von Endomyokardbiopsien (EMBs) wurde in den 60°er Jahren
entwickelt (48). Sie kbnnen vom RV oder vom LV, als auch vom interventrikularen
Septum sowie vom atrialen Septum entnommen werden. Die Komplikationsrate von
EMBs aus dem RV Septum ist jedoch in erfahrenen Zentren unter Einsatz der
heutzutage erhaltlichen Bioptome und Herzkathetertechniken vernachlassigbar (11,
49).

Die Aufarbeitung der EMBs mit histologischen Untersuchungstechniken zur
Diagnostik von Myokarditiden erfolgt entsprechend der Dallas-Klassifikation (50).
Nach den Dallas-Kriterien wird eine aktive Myokarditis bei Nachweis ausgepragter,
fokaler lymphozytarer Infiltrate in Verbindung mit benachbarten Myokardzellnekrosen
diagnostiziert. Eine ,borderline® (grenzwertige) Myokarditis liegt vor, wenn

lymphozytarer Infiltrate, aber nicht benachbarte Myokardzellnekrosen nachweisbar
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sind. Basierend auf diese Dallas-Kriterien wurde eine hohe Variabilitat der
Myokarditis- Pravalenz bei DCM Patienten (0-63%) beschrieben (45, 51). Diese ist
hauptsachlich auf den hohen sampling error, da durch die Probengrofe fokal
vorkommende entzundliche Infiltrate nur zufallig erkannt werden, und auf die hohe
interobserver variability zurickzufuhren (52, 53). Aus diesen Grinden besitzen die
Dallas-Kriterien einen geringen Stellenwert in der Diagnostik der DCMi. Diese
Einsicht ist mittlerweile breit akzeptiert (11, 14, 39, 45, 46, 51, 54, 55).

Eine Verbesserung der Diagnostik entzindlicher Myokarderkrankungen wurde in den
letzten Jahren durch immunhistologische Farbungen erreicht. Hierbei werden
Antikorper, die gegen verschiedene Lymphozytenpopulationen,
Gewebsmakrophagen und Aktivierungsmarker gerichtet sind, eingesetzt. Als auffallig
gelten EMBs mit >2,0 CD3/CD2 positiven Lymphozyten pro Gesichtsfeld bei 400-
facher VergroRerung, entsprechend 7,0 Lymphozyten pro mm?(2, 56). Im weiteren
Verlauf hat die verstarkte CAMs Expression als zusatzlicher zellenabhangiger
Immunmarker eine entscheidende diagnostische Bedeutung gewonnen (11, 21, 57,
58). Immunhistochemische Detektionsverfahren sind den rein histologischen
Farbetechniken deutlich uberlegen, da in der Regel bei einem subakuten Verlauf
einer Myokarditis erst dann eine EMBs-Diagnostik erfolgt, wenn das hyperakute
Stadium mutmallich bereits Uberwunden ist, und damit histologisch fassbare
charakteristische Veranderungen wie Myozytolysen nicht mehr nachweisbar sind.
Die interobserver variability entfallt groRtenteils bei der immunhistologischen
Diagnostik, da hier, im Gegensatz zu der histologischen Diagnostik, die Moglichkeit
der digitalen Bildanalyse (DBA) zur beurteilungsunabhangigen quantitativen
Evaluation besteht. Bei der immunhistologischen Diagnostik ist neben der
Quantifizierung auch eine Identifizierung der einzelnen Phanotypen und somit eine

funktionelle Charakterisierung der Infiltrate moglich (39, 59-62).

1.5 Therapie der Myokarditis und DCM

In Abhangigkeit des Schweregrades der klinischen Symptomatik erfolgt neben der
korperlichen Schonung eine medikamentdse Therapie. Alkohol ist zu vermeiden. Die
medikamentdose Therapie beinhaltet die Richtlinien zur Behandlung der
Herzinsuffizienz und sollte unabhangig von den Biopsiebefunden (Inflammation,

Viruspersistenz) erfolgen. Zur Behandlung gehéren Medikamente wie ACE-Hemmer,
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AT-1 Blocker, Diuretika, Aldosteron-Antagonisten, Betarezeptorblocker,
Herzglykoside und Sympathomimetika. Diese konnen als Monotherapeutikum oder
im Rahmen eines Stufenplanes miteinander kombiniert werden (63). Es ist derzeit
unklar, ob die AMC mit erhaltener linksventrikularer Funktion eine Indikation zu einer
frhzeitigen Herzinsuffizienzmedikation zur Verbesserung der Morbiditat und
Mortalitat darstellt. Randomisierte Studien sind hierzu aber auch nicht unbedingt zu
erwarten. Bei deutlicher linksventrikularer  Funktionseinschrankung  und
nachweisbaren intraventrikularen Thromben wird zur Thrombembolie-Prophylaxe
eine Antikoagulation fur mindestens 6 Monate und bis zur Erholung der
linksventrikularen Ejektionsfraktion auf >50% empfohlen.

Zu den immunsuppressiven Medikamenten, die im Rahmen der DCMi eingesetzt
worden sind, zahlen z.B. Corticosteroide und Azathioprin, die sich gegen die
chronische intramyokardiale Entzindungsreaktion richten (57, 64, 65). Zum anderen
kann eine antivirale Immunaktivierung mittels Interferon eine Viruselimination
erzielen (13, 66-68). Aufgrund des variablen Spontanverlaufes der Myokarditis sollte
zwischen den Biopsien ein zeitlicher Mindestabstand von drei bis vier Monaten
liegen. Azathioprin und Prednisolon koénnen sich positiv auf myokardiale
Entzindungsreaktionen bei immunhistologisch positiven Endomyokardbiopsien und
fehlendem Virusnachweis auswirken. Jedoch besteht bei positiven Virusnachweis die
Gefahr der zusatzlichen viralen Ausbreitung bzw. Reaktivierung infolge der
Immunsuppression. In diesem Falle sollte auf eine immunsuppressive Therapie

verzichtet werden (13, 65).

1.6 T-Zell Toleranz und Periphere Toleranzmechanismen

Die Hauptaufgabe des spezifischen Immunsystems liegt in der Unterscheidung
zwischen Selbst- und Fremd- Antigenen und die Bildung eines spezifischen
immunologischen Gedachtnisses. T-Zellen erkennen dabei mittels ihres T- Zell
Rezeptors (TCR) korpereigene veranderte Zellen wie z. Bsp. eine Virus- infizierte
Korperzelle. Der TCR der CD4" Th-Zellen erkennt dabei ein antigenes Peptid im
Komplex mit eigenen MHC Klasse |l Molekllen (major histocompatibility complex).
CD 8" T-Zellen dagegen erkennen ein antigenes Peptid im Komplex mit eigenen
MHC Klasse | Molekulen. Die Fremd-Erkennung unterliegt einem engen

Kontrollsystem. Die Entwicklung und Auslese der T-Lymphozyten erfolgt im Thymus.
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Autoreaktive T-Zellen werden durch die Bindung ihrer Rezeptoren an die im Thymus
vorliegenden Selbstantigene erkannt und eliminiert. Die meisten Selbstantigene
werden im Thymus auf den Stromazellen bzw. auf den dendritischen Zellen
exprimiert oder durch wandernde, antigenprasentierende Zellen, insbesondere durch
Monozyten/Makrophagen und B- Zellen, dorthin transportiert. Auf diese Weise
werden Antigene im Thymus prasentiert, die nicht a priori im Thymus vorkommen.
Da einige Selbst- Antigene den Thymus nicht erreichen, kbnnen trotz der klonalen
Deletion wenige autoreaktive Zellen zu funktionell aktiven, immunkompetenten T-
Zellen heranreifen. Des Weiteren bestehen periphere Toleranz-Mechanismen, die
dazu beitragen, die immunologische Homdostase aufrechtzuerhalten. Hierbei gibt es
unterschiedliche Mechanismen der Kontrolle, wobei besonders den FoxP3-
abhangigen CD4"CD25"-T,eq Zellen eine zentrale Bedeutung zukommt (69-72).

Man unterscheidet bei der Kontrolle der peripheren T-Zellaktivierung zwischen
intrinsischen und  extrinsischen Mechanismen. Ein wichtiger intrinsischer
Kontrollmechanismus besteht darin, dass naive T-Zellen co-stimulatorische Signale
Uber den Rezeptor CD28 bendtigen. Das bedeutet, dass eine TCR Stimulation ohne
CD28 Co-Stimulation zur Induktion von Toleranz, Anergie oder Apoptose einer Zelle
fuhrt. Co-stimulatorische Molekule befinden sich nur auf Antigenprasentierenden
Zellen wie die dendritischen Zellen und nicht auf jeder Korperzelle. Diese werden
auch nur im aktivierten Zustand exprimiert. Kommt es zu einer starken TCR-
Stimulation, kann dies zum Zelltod fuhren, da hierdurch eine Uberschielfende
Immunreaktion unterbunden und ein damit verbundener Kollateralschaden
vermieden werden soll. Dendritische Zellen sind nicht nur fur die Induktion einer
effektiven Immunreaktion, sondern auch fir die direkte Kontrolle der peripheren
Toleranz verantwortlich. Wie schon oben erwahnt, exprimieren dendritische Zellen
ihre co-stimulatorischen Molekule nur nach Aktivierung. Dies geschieht z.Bsp. bei
einer bakteriellen oder viralen Infektion. Im unreifen, nicht-aktivierten Zustand haben
sie toleranzerhaltende Funktionen. Sie kdnnen dann T-Zellen mit regulatorischen
Eigenschaften induzieren (73, 74). Andererseits kdnnen regulatorische T-Zellen
ihrerseits die Ausreifung von dendritischen Zellen behindern und somit eine

Immunantwort modulieren (75).
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1.7 Regulatorische T-Zellen

Als charakteristisches Gen der regulatorischen T-Zellen hat sich der
Transkriptionsfaktor FoxP3 herausgestellt (76, 77). Neben den naturlich
vorkommenden regulatorischen CD4*'CD25" T4 Zellen, die sich FoxP3 abhangig
entwickeln, sind auch andere T-Zellen mit suppressiver Eigenschaft bekannt. Hierzu
gehéren z.Bsp. natlrliche Killer T-Zellen oder CD8'CD28 T-Zellen. Sie
unterscheiden sich in ihrer Entwicklung, durch die Expression von FoxP3 und dem
Mechanismus ihrer suppressiven Eigenschaften. T-Helfer Zellen (ThO), die zunachst
noch keine Bestimmung haben, werden dber IL-12 unter Einfluss des
Transkriptionsfaktors T-bet zu Th1 Zellen, Uber IL-4 unter Einfluss des
Transkriptionsfaktors GATA-3 zu Th2 Zellen und uber IL-10 und Transkriptionsfaktor
FoxP3 zu Treg differenziert (78). Die Aufgabe der regulatorischen T-Zellen besteht in
der Verhinderung von Autoimmunitat, Allergien und TransplantatabstoRung. Treg
sind nicht nur einem einzigen Phanotyp zuzuordnen. Die CD4" regulatorischen T-
Zellen lassen sich in verschiedene Gruppen unterteilen. CD4*CD25" und CD4'CD25
zeigen beide regulatorische T-Zell Funktionen. Der Unterschied der Zellpopulationen
liegt in der Verwendung unterschiedlicher Suppressormechanismen. Obwohl CD 25
Tregs in nativen Ag-nichtexpremierten Individuen markiert, ist der Marker nicht in der
Lage Tregs mit CD4 T-Zellen klar in Ag-exprimierenden Individuen zu markieren. So
findet man CD 25 und CD 257, die zu CD 25 in vivo werden und ihre regulatorische
Funktion verlieren, genau wie CD25" Tregs, die sich von CD 25 Vorlauferzellen
ableiten lassen.

Natirlich vorkommende regulatorischne CD4°CD25" Ty Zellen haben sich als eine
FoxP3 abhangige Subpopulation von Suppressor T-Zellen erwiesen. Fehlt FoxP3
kommt es somit zum Verlust von CD4'CD25" T,y Zellen, was zu einem letalen
Immundefekt mit multiplen Autoimmunkrankheiten fihrt (79). Bei Menschen sind
CD4'CD25" Trg Zellen durch eine starke Expression des Oberflachenmolekiils CD
25 "' gekennzeichnet. Diese Population reprasentiert nur etwa 1-3 % der CD4" T-
Zellen (80). Neben der bekannten FoxP3 abhangigen Entwicklung im Thymus ist
auch eine Konversion von peripheren CD4°CD25 T—Zellen bekannt (81, 82). Die
klinische Bedeutung einer veranderten Zahl von CD4'CD25" Treg Zellen wurde in
unterschiedlichen Erkrankungen beschrieben. Diese sind z.Bsp.

Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose, Myasthenia
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Gravis, Diabetes mellitus und in der Transplantation die graft versus host Erkrankung
(73, 83-91).

Die antivirale Immunantwort bei DCMi ist unvollstandig verstanden. Auf der Basis
tierexperimenteller Befunde aus dem Coxsackie B Virus Mausmodell sowie
praliminaren Ergebnissen von DCMi Patienten wird davon ausgegangen, dass eine
initiale  stark ausgepragte, Th1/CTLs (zytotoxische T-Zellen) polarisierte
Immunantwort zu einer raschen Viruselimination und somit Ausheilung der kardialen
Virusinfektion fuhrt, hingegen eine suboptimale Th1/CTLs gestutzte, bzw. Th2
gewichtete Immunantwort eine ineffektive Viruselimination fordert, und somit Uber die
Viruspersistenz zu einem Progress der DCMi beitragt. Die Rolle von regulatorischen
T-Zellen (Tregs), die durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 charakterisiert werden, ist
bei der DCMi bislang nicht untersucht. Tregs kdnnten unter Einbeziehung der
theoretischen Grundlagen und in Anlehnung an andere bereits in diesem
Zusammenhang untersuchten Erkrankungen einerseits vor einer uUberschieldenden,
gewebsdestruierenden Immunantwort schitzen, andererseits aber auch die effektive

Viruselimination Uber die Hemmung der antiviralen Immunantwort fordern.

Komplexitat der T-Zellfunktionalitat

Th1/ CTL - Antwort schnelle
Viruselimination

— | Ausheilung

Protektion
vor tberschieender
Gewebsdestruktion

Treg Hemmung der effektiven
antiviralen Immunitat

GRAIL
ATA3,
suboptimale &
Th1/CTL-Antwort Vorzagora
ka Elimination /| =——j
Th2-Antwort Viruspersistenz
>

Klonale Expansion von T-Zellen {Antigen-induziert)

Abb.5: Modell fiir die mogliche Bedeutung von regulatorischen T-Zellen bei Virus-induzierter DCMi.
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1.8 Transkriptionsfaktor FoxP3

Bereits in den 70er Jahren wurde die Existenz immunregulatorischer T-Zellen
postuliert. Es gelang jedoch nicht, eine Population definitiv und reproduzierbar zu
charakterisieren, die fir die beobachteten immunregulatorischen Effekte
verantwortlich gemacht werden konnte. Mitte der 90er Jahre konnte Sakaguchi et al.
zeigen, dass eine Depletion von CD25 Zellen zur Entstehung von
Autoimmunerkrankungen in Mausen fuhrt (92). Mittlerweile konnte fur viele
verschiedene T-Zellpopulationen eine regulatorische Potenz beschrieben werden.
CD4%/CD25" T-Zellen gelten als die besten charakterisierbaren regulatorischen T-
Zellen. Bereits Anfang der 80er Jahre konnte gezeigt werden, dass Mausen, den in
den ersten 3 Lebenstagen der Thymus entfernt wurde, an einem schweren
Polyautoimmunsyndrom (siehe unten) erkrankten. In einer weiteren Arbeit konnte
diese Beobachtung dem Fehlen von CD4/CD25" Zellen in den thymektomierten
Mausen nachgewiesen zugeordnet werden, da sich durch Gabe von CD4*/CD25"
Zellen die Entstehung einer Polyautoimmunerkrankung bei frih thymektomierten
Mausen verhindern liel3.

Eine andere Studie von Viglietta et al zeigte, dass bei Patienten mit Multipler
Sklerose eine deutlich schwachere inhibitorische Funktion der T- regulatorischen
Zellen im Vergleich zu Gesunden aufgewiesen werden konnte (93).

Forkhead Proteine bilden eine eigenstandige Familie von Transkriptionsfaktoren
(Fox-Familie), die eine Vielzahl zellularer Differenzierungsprozesse steuern (34). Die
Bezeichnung forkhead leitet sich von dem Genprodukt fkh von Drosophila
melanogaster ab. In den letzten 10 Jahren wurden mehr als 100 Mitglieder der
forkhead Transkriptionsfaktor-Familie identifiziert. Die Kristallstruktur der DNA-
bindenden forkhead-Domane eines Fox-Proteins wurde als winged helix Struktur
beschrieben. Es besteht eine grofle Sequenzhomologie zwischen FoxP3 bei
Mensch, Maus und Ratte. Die Namensgebung beruht auf ihrer schmetterlingsartigen,
zweiflugligen Erscheinung. Der Verlust der FoxP3-Funktion fuhrt beim Menschen
zum IPEX-Syndrom (Immun-Dysregulation-Polyendokrinopathie-X-chromosomale
Enteropathie). Es ist ein seltene Erkrankung der Knaben mit Symptomen wie
therapieresisente  Durchfalle, ichthyosiforme Dermatitis, frah beginnender

insulinabhangiger Diabetes mellitus, Thyreoiditis, hamolytische  Anamie,
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verschiedene Autoimmun-Phanomene und schweren Infektionen. Die scurfy Maus
zeigt ein ahnlich starkes autoimmunes Syndrom. Auch hier wurde das

verantwortliche Gen identifiziert: FoxP3/Scurfin (94).
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1.9

Zielsetzungen der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen Arbeit sollte(n)

1.

Kenntnisse uber die dilatative Kardiomyopathie und der akuten Myokarditis in
Bezug auf regulatorische T-Zellen (Tregs), die durch Expression des
Signaturmarkers FoxP3 charakterisiert und detektiert werden kdénnen,

gewonnen werden

. die Rolle von regulatorischen T-Zell Frequenzen bei Patienten mit der

klinischen Prasentation einer AMC oder DCM im Vergleich zu gesunden
Probanden und Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM) bestimmt
werden.

eine Moglichkeit zur Isolierung und Markierung von regulatorischen T-Zellen
gefunden werden

und

Hinweise zur therapeutischen Relevanz von regulatorischen T-Zellen bei der

dilatativen Kardiomyopathie und akuten Myokarditis eruiert werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Patienten und Kontrollen

Ziel der Arbeit war es die Frequenz von FoxP3® Zellen bei Patienten mit der
klinischen Prasentation einer AMC und DCM im Vergleich zu gesunden Probanden
und Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM) mittels FACS-Analyse zu
bestimmen und zu vergleichen. Es wurden periphere mononukleare Zellen (PBMCs)
aus EDTA-Blut von Patienten mit klinischem V.a. AMC und DCM, sowie von
gesunden Probanden als auch von Patienten mit ICM (Herzinsuffizienz mit einer
nicht-DCM-Genese) als Kontroll-Population untersucht. Es wurden Blutproben von

- n=13 gesunden Probanden (Frauen: n=7 /53,85%; Alter: 39,9+9,96 Jahre);

- 7 ICM-Patienten (Frauen: n= 0/ 0%), Alter: 63,3+6,03 Jahre,

- 20 AMC-Patienten (Frauen: n=1/5,0%), Alter: 40,1+11,21 Jahre, und

- 36 DCM- Patienten (Frauen: n= 6 / 16,67%, Alter: 51,69+12,03 Jahre,

entnommen.

Die Symptomdauer variierte zwischen 2,00+2,11 Monaten bei den AMC-Patienten,
12,1+15,14 Monaten bei den ICM-Patienten und 19,82+40,31 Monaten bei den
DCM-Patienten. Aus ethischen Grunden konnten EMBs-Untersuchungen nur an
AMC- und DCM-Patienten vorgenommen werden, weil hierbei die EMBs-Diagnostik
eine klinische Routineprozedur darstellt. Alle AMC- und DCM-Patienten willigten in
diese Untersuchungen schriftlich ein. Diese Untersuchung wurde von der
Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs SFB TR19, ,Inflammatorische Kardiomyopathie -
Molekulare Pathogenese und Therapie“ bewilligt.
Die Analyse von kardiotropen Virusgenomen mittels nPCR und der intramyokardialen
Entzindung mittels immunhistologischer Markierung und Quantifizierung unter
Verwendung der digitalen Bildanalyse (DBA) im Sinne einer DCMi aus EMBs auf
dem rechtsventrikularen Septum erfolgte nach publizierten Methoden.
Weiterhin  wurden Daten Uber LVEF, Erkrankungsbeginn, Symptomdauer,
Fiebersymptomatik, Infarkt-ahnliche Prasentationen, CK Peak, CK- MB Peak,
Troponin, Angina Pectoris Symptomatik in Ruhe und Belastung, NYHA- Stadien,
Dyspnoe in Ruhe und Belastung, Leistungsknick, kardiale Dekompensationen,

pulmonale und periphere Odeme, Reanimation, Palpitationen, Herzrasen, Schwindel,
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Synkopen, Hypertonie, familiare Krankheitsgeschichte, Rauchverhalten,
Alkoholkonsum, Diabetes mellitus, LV-Thrombus, Perikarderguss, Septum (mm),
Posteriore Wand (mm), LA (mm), LVEDD (mm), LVESD (mm), FS (%), Mitral-Segel-
Septum-Abstand (mm), LVEDP (mmHg), Mitralinsuffizienz, Mitralinsuffizienz-Grad,
EKG, Rhythmus, Vorhofflimmern, ST-Hebungen, T-Negativierung, LSB, RSB und
AV-Block mittels Patientenakten und Echobefunden erhoben.

2.2 PBMCs

221 Praparation von PBMCs aus dem Blut

Aus den 3ml EDTA- Rdhrchen wurde das Blut in 50ml Réhrchen Uberfihrt und
mittels Dulbecco’s PBS ohne Calcium und Magnesium (PAA Laboratories GmbH,
Pasching) bis auf ein Endvolumen von 16ml aufgeflullt. Zur Isolierung der
Lymphozyten wurden jeweils 3 ml Ficoll (Lymphozyten Separations-Medium, PAA
Laboratories GmbH, Pasching) in zwei mal 12 ml Réhrchen vorgelegt und mit ca. 8ml
verdunntem Blut Uberschichtet. Anschlielend zentrifugierten die Roéhrchen 35
Minuten bei 1400rpm und 20" Celsius ohne Bremse (Zentrifuge von Heraeus
Instruments, Megafuge 1.0R). Dann konnte das Plasma bis 2 cm Uber dem
Lymphozytenring abgesaugt, der Lymphozytenring mit Pasteurpipette oder 5 ml
serologischer Pipette entnommen, in 15 ml Réhrchen gesammelt und mittels PBS
dreimal gewaschen werden. AbschlieBend wurde eine erneute Zentrifugation fur 15
Minuten bei 1200rpm und 4° Celsius durchgefiihrt. Die Zellen waren dann zum

einfrieren bereit.

2.2.2 Einfrieren von Zellen

Das Zellpellet wurde zum vitalen Einfrieren der Zellen in 2ml Einfriermedium
aufgenommen und in zwei Kryo-Réhrchen a 1ml Zellsuspension aliquotiert. Das
Einfriermedium bestand aus 90% FCS (Fetal Bovine Serum Gold, PAA Laboratories
GmbH, Pasching) und 10% DMSO (Dimethyl Sulphoxide Hybri- Max, Sigma- Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim). Die Rdhrchen konnten dann zum Einfrieren in den
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Nalgene Cryo Container (Nalge Nunc International, Herford, U.K.) gegeben und in

den -80° Celsius Kihlschrank gestellt werden.

2.2.3 Auftauen von Zellen

Das Auftauen der Zellsuspension eines Kryo-Rohrchens im 37°C Wasserbad sollte
moglichst schnell erfolgen, anschlieBend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml
Rohrchen gegeben, das Kryo-Rohrchen mit 1 ml kaltem RPMI-Medium (RPMI 1640,
PAA Laboratories GmbH, Pasching) gespult und die Spullésung ebenfalls in das 15
mL Rohrchen Uberflhrt. Nun erfolgte das langsame Ausverdinnen des DMSO,
indem das Volumen jede Minute verdoppelt und die Suspension durch vorsichtiges
Schwenken durchmischt wurde. AbschlieRend erfolgte die Zentrifugation (1200rpm,

10 min, 4°C) und die Zellzahlung der Zellen.

224 Vergleich von frischen und aufgetauten PBMCs

Da der =zeitliche Aufwand der Messungen sehr grof3 war und nicht immer
gewabhrleistet werden konnte, dass die Blutentnahmen am frihen Morgen stattfinden
konnten, wurde bereits vorab der Unterschied zwischen frisch praparierten und
eingefrorenen PBMCs getestet. Es liel3 sich feststellen, dass es keinen signifikanten
Unterschied zwischen frisch praparierten und eingefrorenen PBMCs fur die FACS-
Messung gab. Daher wurde in allen Probanden- und Patientenmessungen

eingefrorene PBMCs verwendet.
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2.3 FACS-Analyse

2.31 Antikorper

Die folgenden Antikorper wurden fur die FACS- Analysen verwendet:
- Anti human Mouse CD 3 APC (BD Bioscience, Klon UCHT 1, San Diego,

USA)
- Anti human Mouse CD 25 FITC (BD Bioscience, Klon M-A251, San Diego,

USA)
- Anti human Mouse CD 4 PE- Cy5 (Beckman Coulter, Klon 13B8.2, Marseille,

Frankreich)
- Anti human Ratte Foxp3 PE (eBioscience, Klon PCH 101, Frankfurt am Main,

Deutschland)

2.3.2 Testung von Anti-CD25-Antikorpern

Um den optimalen CD25 Antikorper fur die Foxp3-Messung zu finden, wurden mittels
FACS-Analyse 2 unterschiedliche Klone unterschiedlicher Hersteller (Klon BC 96 von
eBioscience; und Klon M-A251 von BD Bioscience, San Diego, USA) ausgetestet. In
der FACS-Analyse wurden die Lymphozyten umrahmt (gating) und der Marker
anhand der Isotypenkontrolle gesetzt (Siehe Abbildung 6 a-d).

CD25 Eontrolle CDZ25 Eontrolle
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CD25 FITC eBioscience . D25 FITC Klon M-4251
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Abb. 6: FACS-Analyse von CD25* T-Zellen mit 2 unterschiedlichen Antikérpern und

Isotypenkontrolle

) Gating (Umrahmung) der T- Lymphozyten in der Facs Analyse

) Markersetzung mittels Isotypenkontrolle

c) CD 25 FITC Klon BC 96 der Firma eBioscience (Expression von 9,4% CD25+ T-Lymphozyten)
) CD 25 FITC Klon M-A251 von BD Bioscience (Expression von 13,4% CD25+ T-Lymphozyten)

In den folgenden Untersuchungen fand dann der CD 25 FITC Klon M-A251 von BD
Bioscience aufgrund seiner hoheren Expression von CD25" T-Lymphozyten

Verwendung.

233 FACS-Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell sorting;
fluoreszenzaktivierter Zellsorter) erlaubt es, Zellen, welche vorher mit Fluorochrom-
Antikorperkonjugaten markiert worden sind, auf Einzelzellebene zu analysieren und
zu sortieren. Die markierten Zellen werden durch eine Kapillare gedrickt, so dass ein
Strom einzelner Zellen entsteht, der durch zwei Laser, einen Argon Laserstrahl (488
nm) und einen Diodenlaser (635 nm) erfasst wird. Hierdurch werden zum einen
Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt, zum anderen streuen die
Zellen das auftreffende Licht. Das in einem geringen Winkel von 3°- 10° gestreute
Licht wird als Vorwartsstreulicht (forward scatter/FSC) bezeichnet und korreliert mit
der Grole der Zelle. Das 90° gestreute Licht wird als Seitwartsstreulicht (sideward
scatter/SSC) genannt und korreliert mit der Granularitat der Zelle. Gleichzeitig wird

parallel durch vier verschiedene Fotodetektoren gemessen, ob die Zelle mit
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fluoreszierenden Molekulen markiert ist und aufgrund der Anregung durch den
Argonlaser bzw. Diodenlaser Licht emittiert.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten zytometrischen Messungen wurden mit einem
FACS-Calibur™ (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) durchgefiihrt. Fiir die Messung
der Fluoreszenzen standen vier Kanale FL-1 (530 nm), FL-2 (585 nm), FL-3 (670
nm) und FL-4 (661 nm) zur Verfugung. Es wurden regelhaft 10.000 bis 100.000
Zellen im FSC-/SSC-Analysefenster aufgenommen, und die erste Auswertung

erfolgte mit der Cellquest ™ Software (BD Bioscience).

234 Markierungen von Antigenen

Nachdem das Auftauen der Zellen stattfand (mit RPMI, s.o.) und die Zentrifugation
(1500rpm, 8 min, 4 °C) beendet war, erfolgte eine Aufnahme in 3 ml PBS und
anschlieBender Zentrifugation (1500rpm, 8 min, 4 °C). Um die unspezifischen
Bindungen zu blockieren, wurden die Zellen in PBS und Beriglobin 1:50 (Behring AG,
Marburg, BRD) aufgenommen und 50 pl in FACS Rohrchen gegeben. Abbildung 7
zeigt den Unterschied zwischen Bindungsblockierung mit und ohne Beriglobin. Mit
Beriglobin konnten die unspezifischen Bindungen nachweislich gesenkt werden,
welches deutlich an den Y-Mean-Werten der Kontrollen abgelesen werden kann.
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Abb. 7: Blockierung unspezifischer Bindungen mit und ohne Beriglobin

NAch FACS-Antikorperzugabe, bis auf FoxP3, folgte dann nach gutem Mischen die
Inkubation (15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur). AnschlieRend wurden 2 ml
PBS zu jedem Rohrchen zugefugt und erneut zentrifugiert (1500 rpm, 8 min, 4 °C).
Nach Dekantierung des Uberstandes, erfolgte die Aufnahme der Zellen in die
working solution. Desweiteren wurde eine Inkubation von 30- 60 Minuten im Dunkeln
durchgefuhrt. Nach der Inkubation wurden 2 ml PBS zu jedem Rohrchen gegeben
und zentrifugiert (1500 rpm, 8 min, 4 °C) und anschlieBend der Uberstand wieder
dekantiert. Nun konnten die Zellen zweimal mit 1ml Permeabilisierungspuffer
gewaschen (Zentrifugationsbedingungen: 1500 rpm, 8 min, 4 °C) und anschlieend
der Uberstand erneut dekantiert werden. Die nachsten Farbeschritte waren nicht fir
alle Réhrchen gleich, da es sich bei der Farbung mit FoxP3 um eine intrazellulare
Farbung handelte, die anderen Antikorper jedoch extrazellular angefarbt wurden. Die
FoxP3-Rohrchen wurden mit 50 yl Rattenserum zum Blocken der unspezifischen
Bindungen behandelt und fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von
10uL FoxP3-PE und eine 30minutige Inkubation bei 4 °C. Anschliel3end erfolgte die
zweimalige Waschung mit je 1ml Permeabilisierungspuffer
(Zentrifugationsbedingungen:1500rpm, 8 min, 4 °C). Die Zellen wurden erneut in 2ml

PBS aufgenommen und zentrifugiert (1500rpm, 8 min, 4 °C) und mit 300ul PBS
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aufgefullt. Eine Aufbewahrung bis zur Messung fand im Dunkeln bei 4°C statt. Die
Zellen der Einstellungsrohrchen wurden in 2ml PBS aufgenommen und zentrifugiert
(1500rpm, 8 min, 4 °C) und dann mit 300ul PBS aufgefullt.

2.3.5 Praparationen der Farbepuffer

Die intrazellulare FoxP3 Markierung wurde nach den Vorschriften des Herstellers
eBioscience durchgefuhrt. Fur die Fixierung und Permeabilisierung konnten die von
der Firma zur Verflugung gestellten Puffer genutzt werden. Der FoxP3 Antikorper

wurde in einer Menge von 10 ul eingesetzt.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte unter Einsatz der Statistiksoftware JMP 4.0.2 (SAS
Institute Inc, Cary, NC, USA). Ein p Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant
eingestuft. Bei Ausschluss einer Gaus’schen Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk
W Test (p<0,05) wurden ausschlieB3lich nicht- parametrische Test angewandt. Werte
der Patientengruppe, die die 90%ige Perzentile der Kontrollgruppe Uberschritten,
wurden als signifikant bzw. pathologisch erhoht klassifiziert. Ordinal- bzw.
Nominaldaten zweier Gruppen wurden mittels Xz Test verglichen und kontinuierliche
Daten mit Ordinaldaten mittels Wilcoxon/Kruskal- Wallis-Test mit Tukey-Kramer
post—hoc Analyse zur Ermittlung der honestly significant difference bei Vergleichen
von >2 Gruppen verglichen (21). Diese Analyse wird graphisch durch Quintilen-
Boxplots mit den verglichenen Gruppen zuzuordnenden Kreisen illustriert. In diesen
Boxplots wird der Gesamtmittelwert der untersuchten Daten (grand mean) fakultativ
durch den gesamten Boxplot durchquerenden horizontalen Linie angezeigt. Die
Mediane mit dem 25.-75. Perzentilen-Bereich sind oberhalb der entsprechenden
Gruppen angegeben. Die in den Tabellen und Saulendiagrammen gezeigten

Streuungen werden in SD- Werten angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientengruppen

Es wurden periphere mononukleare Zellen (PBMCs) aus EDTA-Blut von Patienten
mit klinischem V.a. AMC und DCM, als auch von gesunden Probanden sowie von
Patienten mit ICM (Herzinsuffizienz nicht-DCM-Genese) als Kontroll-Population
(Tabelle 1) untersucht. Aus ethischen Grinden konnten EMBs-Untersuchungen nur
an AMC und DCM Patienten vorgenommen werden, weil hierbei die EMBs-
Diagnostik eine klinische Routine darstellt. Alle AMC- und DCM-Patienten willigten in
diese Untersuchungen schriftlich ein (Ethikprotokoll des SFB TR19; bewilligt durch

die Ethikkommission der Charité).

Tabelle 1:  Anzahl, Geschlecht und Alter von Probanden und Patienten

Probanden ICM AMC DCM
Anzahl (n) 13 7 20 36
Geschlecht (m/w) 6/7 7/0 19/1 30/6
Alter (Jahre) 39,9+9,96 63,316,03 40,1+11,21 51,69+12,03

Die akute Myokarditis wurde unter klinischen Gesichtspunkten noch einmal in AMC-
AMI und AMC-DLVF unterteilt. Es wurden 5 Patienten mit AMC-AMI und 15
Patienten mit AMC-DLVF untersucht. Hierunter befanden sich 19 Manner. Nur eine
Frau mit AMC-DLVF konnte untersucht werden. Die Patienten mit AMC-AMI waren
mit 32,27+11,32 Jahren junger als die der AMC-DLVF (43,71+9,50 Jahre).

3.2 Symptome und Symptomdauer

Ein spezifisches Symptom der akuten Myokarditis existiert nicht. Sie kann
vollkommen asymptomatisch auftreten, aber auch mit Belastungsintoleranz,
atypische Angina pectoris bis hin zu Herzinfarkt- ahnlichen Prasentationen oder
diversen Herzrhythmusstorungen wie Extrasystolie, AV- Block, Schenkelblock,

Vorhofflimmern und ventrikulare Tachykardien einhergehen. Haufig existiert eine
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zeitliche Assoziation zu einem Infekt des respiratorischen und/oder gastrointestinalen
Traktes. Die Krankheitsdauer der einzelnen Myokarditiden zeigte einen signifikanten
Unterschied. Wahrend die AMC- AMI Patienten eine Krankheitsdauer von 0,85+0,90
Monaten und die AMC- DLVF von 2,38+2,28 Monate (p=0,046) aufwiesen, zeigte
sich ein deutlich langerer Verlauf bei den Patienten der ICM (12,1+15,14) und DCM
(19,82+40,31). 4 Patienten (80%) mit AMC-AMI und 11 Patienten (73,11%) mit AMC-
DLVF wiesen einen grippalen Infekt mit Fiebersympomatik auf, wahrend es bei den
DCM- Patienten nur 4 (11,11%) waren. Der zeitliche Verlauf von Symptombeginn bis
zur detaillierten Diagnostik, an hierfur spezialisierten Zentren, war ebenfalls sehr
unterschiedlich. Wahrend es bei der AMC-AMI 2,57+3,27 Monate bzw. bei der AMC-
DLVF 2,76+1,96 Monate waren, wurde die DCM hochsignifikant (p<0,0001) spater
diagnostiziert (9,60+1,07 Monate).

3.21 Anamnestische Parameter

Tabelle 2:  Gegeniiberstellung der anamnestischen Parameter von gesunden Kontrollen, ICM, AMC-AMI,

AMC-DLVF und DCM.

Gesunde ICM AMC- AMC- DCM P
Kontrolle AMI DLVF
n
Infarktahnliche n=0 n=0 n=5 n=8 n=0 <0.0001*
Prasentation (0%) (0%) (100%) | (53,33%) (0%) ’
(0%) (14,29%) | (100%) | (6,67%) | (19,44%) ’
AP- Belastung n=0 n=1 n=2 n=3 n=6 0.3004
(0%) (14,29%) | (40%) (20%) (16,67%) ’
Dyspnoe-Ruhe n=0 n=2 n=0 n=8 n=9 0.0142"
(0%) (28,57%) (0%) (53,33%) (25%) ’
Dyspnoe- n=0 n=4 n=1 n=14 n= 29 <0.0001*
Belastung (0%) (57,14%) | (20%) | (93,33%) | (80,56%) ’
Leistungsknick n=0 n=3 n=1 n=11 n=12 0.0017*
(0%) (42,86%) | (20%) | (73,33%) | (33,33%) ’
Kardiale n=0 n=2 n=0 n=8 n=12 0.0173*
Dekompensation (0%) (28,57%) (0%) (53,33%) | (33,33%) ’
Pulmonale n=0 n=0 n=0 n=2 n=4 0.5004
Odeme (0%) (0%) (0%) (13,33%) | (11,11%) ’
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Periphere n=0 n=2 n=0 n=7 n=5 0.0113*
Odeme (0%) (28,57%) (0%) (46,67%) | (13,89%) |

Palpitationen n=0 n=0 n=0 n=3 n=5 0.3061
(0%) (0%) (0%) (20%) (13,89%) |

Herzrasen n=0 n=0 n=0 n=1 n=7 0.1834
(0%) (0%) (0%) (6,67%) | (19,44%) |

Schwindel n=0 n=0 n=0 n=2 n=3 0.5488
(0%) (0%) (0%) (13,33%) | (8,33%) ’

Synkopen n=0 n=0 n=1 n=0 n=4 0.2739

(0%) (0%) (20%) (0%) (11,11%)

Hypertonie n=1 n=7 n=0 n=4 n=14 0.0003*

(7,69%) | (100%) (0%) | (26,67%) | (38,89%) |

Tabelle 2 zeigt signifikante Unterschiede in der infarktahnlichen Prasentation, AP-
Ruhe, Dyspnoe- Belastung, Leistungsknick, kardiale Dekompensation, periphere
Odeme und Hypertonie. Die anderen anamnestisch erhobenen Daten zeigen keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der unterschiedlichen Patientengruppen. Neben
den kardialen Symptomen wurden auch Daten zum Alkoholkonsum, Rauchverhalten
und anderen Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus erhoben. Hierbei
zeigte sich ein deutlicher Unterschied (p = 0,0005) beim Diabetes mellitus. Wahrend
4 (57,14%) ICM-Patienten und 4 (11,11%) DCM-Patienten an Diabetes mellitus
litten, war keiner der AMC-Patienten oder gesunden Kontrollen erkrankt. Die
Raucher waren etwa gleich haufig verteilt. So rauchten 3 (23,08%) der gesunden
Probanden, 1(14,29%) ICM-Patient, 7 (35%) AMC- Patienten und 9 (25%) der DCM-
Patienten. Einen auffalligen Unterschied gab es nicht. Auch beim Alkoholkonsum gab
es keine signifikanten Zusammenhange. Bei keinem der eingeschlossenen
Patientinnen oder Patienten war ein uberhohter Alkoholkonsum erfragbar, der in
Bezug auf die tagliche Dosis mit der Entstehung der Kardiomyopathie in

Zusammenhang stehen kénnte (25).

3.3 Laborwerte

Die Schadigung des Herzens, z.Bsp. durch einen Herzinfarkt oder eine

Herzentzindung fuhrt zu einer Schadigung der Herzmuskelzellen. Troponin T und
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Creatininkinase MB werden bei einer Schadigung der Herzmuskelzellen in den
Blutkreislauf freigesetzt und kdnnen in einer Blutprobe nachgewiesen werden.

Die Creatininkinase ist ein wichtiges Enzym fir die Diagnose bei Herz- und
Skelettmuskelschadigungen. Die Hohe des CK- Anstiegs und die InfarktgroRRe
korellieren miteinander. Die Gesamt- CK ist die Summe der vier Isoenzyme CK- MM
(Skelettmuskeltyp), CK-BB (Hirntyp), CK-MB (Myokardtyp) und CK-MiMi
(Mitochondrientyp). Der CK-Normalbereich liegt bei Mannern zwischen 10-80 U/l und
bei Frauen bei 10-70 U/I. Abbildung 8 zeigt die signifikanten (AMC-AMI- AMC-DLVF:
p = 0,00028; AMC-AMI — DCM: p = 0,00039) Unterschiede der CK- Werte in den

unterschiedlichen Patientengruppen.

Abb. 8: CK- Werte in U/l der einzelnen Patientengruppen

AMC-AMI AMC-DLVF DCM

660,00+355,40 | 56,50+21,08 | 106,62+58,45
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die CK- Werte der
unterschiedlichen Gruppen. Es konnte eine deutliche Erhdhung der CK bei der Gruppe der AMC-AMI Patienten
verzeichnet werden. (AMC-AMI- AMC-DLVF: p = 0,00028; AMC-AMI — DCM: p = 0,00039).

Da die CK nicht zwischen Herz und anderen Muskelzerstérungen unterscheiden

kann, wird immer haufiger Troponin zur Herzinfarkt- Diagnostik verwendet.
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Troponin T ist ein herzmuskelspezifisches Eiweil3, d.h. es zeigt in aller Regel eine
spezifische Herzmuskelschadigung an. Der Normalbereich liegt bei Mannern als
auch bei Frauen unter 0,1ng/ml. Gesunde Probanden und Patienten mit ICM wiesen
keinen erhohten Troponin T Wert auf. Die AMC-AMI Patienten zeigten zu 100%
einen Troponin Anstieg (p<0,0001), was nicht weiter verwunderlich ist, weil dieses
Merkmal per definitionem zur AMC-AMI gehort. Keiner der AMC-DLVF und DCM

Patienten (n= 0) wiesen einen erhdhten Troponinspiegel auf.

3.4 Stadieneinteilung nach NYHA

Die NYHA-KIlassifikation ist ein urspringlich von der New York Heart Association

veroffentlichtes Schema zur subjektiven Einteilung der Herzinsuffizienz-Symptomatik.

Am haufigsten wird sie zur Einteilung der Herzinsuffizienz in verschiedene Stadien

entsprechend der Leistungsfahigkeit des Patienten verwendet. Die NYHA-

Klassifikation liefert keinen Hinweis auf die Ursache der kardialen Stérung. Die zur

Beurteilung der Stadien herangezogenen Symptome beinhalten Atemnot (Dyspnoe),

haufiges nachtliches Wasserlassen (Nykturie), Zyanose, allgemeine Schwache und

Mudigkeit, Angina Pectoris oder kalte Extremitaten. Die NYHA teilt die

Herzinsuffizienz in vier Schweregrade ein:

- NYHA 1: Keine Beschwerden

- NYHA 2: Keine Beschwerden bei normaler taglicher korperlicher Belastung. Bei
héheren Belastungen kommt es zu leichten bis mittleren Beschwerden

- NYHA 3: Bei alltaglichen durchschnittichen Belastungen kommt es zu
Beschwerden. Nur in Ruhe treten diese nicht auf. Die Leistungsfahigkeit ist
deutlich eingeschrankt.

- NYHA 4: (Ruhebeschwerden, deutlich zunehmende korperliche Belastung mit

schwerer Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit).

Tabelle 3 zeigt die Einteilung der Probanden und Patienten nach der NYHA.
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Tabelle 3:  Einteilung der Herzinsuffizienz-Symptomatik nach der NYHA-Klassifikation

NYHA 0 1 2 3 4
CH(()ar?tI:QI); (1 c;g%) 0 0 0 0
S n=0 n=0 (42?22%) (57??2%) n=0
AMC-AMI (2”;,1) ) n=0 (80'133% ) n=0 n=0
AR n=0 n=0 (46?2?%) (40?38%) (1 3n,§§%)
DCM n=0 n=2 n=23 n=11 n=0

(5,56%) | (63,89%) | (30,56%)

3.5 EKG Verédnderungen

Bei jedem Herzschlag entsteht im Herzen ein schwacher Strom mit einer Spannung
von 1/1000Volt. Bei der Elektrokardiographie (EKG) werden diese elektrischen
Aktivitaten des Herzens abgeleitet und in Form von Kurven aufgezeichnet.

Ein normales EKG fand sich bei 2 (28,57%) ICM-Patienten, 2 (40%) AMC-AMI-
Patienten, 8 (53,33%) der AMC-DLVF-Patienten und bei 14 (38,89%) der DCM-
Patienten. Ein Sinusrhythmus zeigte sich bei allen ICM- und AMC-AMI-Patienten
sowie bei 13 (86,67%) der AMC-DLVF- und 29 (80,56%) der DCM-Patienten.
Vorhoffimmern als haufigste Herzrhythmusstorung infolge einer heterotopen
Erregungsruckbildungsstorung mit ungeordneten hochfrequenten Vorhofaktionen
(350-600/min) ohne hamodynamisch wirksame Vorhofkontraktionen, die bei
unregelméaBiger AV-Uberleitung zu absoluter Arrhythmie der Kammeraktion fiihrt,
konnten bei 1 (6,67%) der AMC-DLVF-Patienten und bei 5 (13,89%) der DCM-
Patienten nachgewiesen werden. Eine Signifikanz (p=0,0027) zeigte sich bei den ST-
Hebungen bei 3 (60%) AMC-AMI-Patienten, 2 (13,33%) der AMC- DLVF Patienten
und bei 2 (5,56%) der DCM Patienten. Keine signifikanten Zusammenhange konnten
bei den T- Negativierungen festgestellt werden. Wahrend jeweils 1 ICM-Patient
(14,29%) und ein AMC-AMI-Patient (20%) T-Negativierungen aufwiesen, waren es 6
(40%) der AMC-DLVF und 16 (44,44%) der DCM-Patienten.
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Ein Linksschenkelblock (LSB), als Form der
Erregungsleitungsstérung mit Blockierungen im linken Tawara-Schenkel oder weiter

intraventrikularen

distal in beiden Faszikeln des linken Tawara-Schenkels (sog. bifaszikularer
Linksschenkelblock) konnte bei einem ICM- (14,29%) und 8 (22,22%) der DCM-
Patienten belegt werden. Kein AMC-Patient wies einen Linksschenkelblock auf.

Ein Rechtsschenkelblock (RSB) zeigte sich bei 2 (13,33%) Patienten mit AMC-DLVF
und 2 (5,56%) mit DCM.

Ein atrioventrikularer Block (AV-Block) infolge einer Erregungsleitungsstorung
zwischen Vorhof und Kammer des Herzens fand sich lediglich bei 3 (8,33%) der
DCM-Patienten. Alle anderen wiesen keine AV- Blocke auf. Tabelle 4 zeigt eine

Zusammenfassung der EKG- Parameter.

Tabelle 4: EKG-Parameter bei ICM-, AMC-AMI-, AMC-DLVF- und DCM-Patienten

ICM AMC-AMI AMC-DLVF DCM
EKG normal n=2 n=2 n=38 n=14
(28,57%) (40%) (53,33%) (38,89%)
Sinusrhythmus n=7 n=5 n=13 n= 29
(100%) (100%) (86,67%) (80,56%)
Vorhofflimmern n=0 n=0 n=1 n=5
(0%) (0%) (6,67%) (13,89%)
ST- Hebung n=0 n=3 n=2 n=2
(0%) (60%) (13,33%) (5,56%)
T- Negativierung n=1 n=1 n=06 n=16
(14,29%) (20%) (40%) (44,44%)
LSB n=1 n=0 n=0 n=38
(14,29%) (0%) (0%) (22,22%)
RSB n=0 n=0 n=2 n=2
(0%) (0%) (13,33%) (5,56%)
AV- Block n=0 n=0 n=0 n=3
(0%) (0%) (0%) (8,33%)

3.6 Echokardiografie

Neben dem EKG ist die Echokardiografie eine der wichtigsten technischen
nichtinvasiven kardiologischen Untersuchungsmethoden. Die Grofe der einzelnen
Herzkammern, die globale und regionale (Wandbewegungsstérungen) Pumpfunktion
insbesondere des linken Ventrikels, und die Funktion der einzelnen Herzklappen sind

gut erkennbar. Auch Herzfehler kdnnen sicher erkannt werden.
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3.6.1 Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) ist die ,Austreibungsfraktion®, welche
das die tatsachliche Herzauswurfleistung definierende Verhaltnis zwischen
Schlagvolumen und enddiastolischem Volumen misst. Der Normalwert liegt bei >65%
und ist bei Herzinsuffizienz, z.B. durch einen Myokardinfarkt oder eine
Kardiomyopathie trotz erhdhtem Fulllungsvolumen vermindert. Insbesondere die
Viruspersistenz ist mit einer progredienten Einschrankung der linksventrikularen
Ejektionsfraktion (LVEF) assoziiert. Abbildung 9 zeigt die LVEF in % der Probanden
und Patienten.

Abbildung 9:  Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) der einzelnen Gruppen
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die linksventrikularen
Ejektionsfraktion .Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der AMC-AMI Patienten und
allen anderen Gruppen (AMC-AMI- AMC-DLVF: p = 0,0000135; AMC-AMI - ICM: p = 0,0000015; AMC-AMI -
ICM: p = 0,0000007 ).
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3.6.2 Weitere echokardiographisch Parameter

Ein serofibrindser, hamorrhagischer oder eitriger Erguss zwischen parietalem und
viszeralem Blatt des Perikards liel3 sich in der Gruppe der AMC-DLVF (n=2/13,33%)
und in der Gruppe der DCM (n=2/5,56%) nachweisen. Ein signifikanter Unterschied
innerhalb der unterschiedlichen Gruppen gab es nicht.

Die Dicke des Septum atrioventriculare, der Uber der Wurzel des septalen Segels der
rechten Atrioventrikularklappe gelegene Abschnitt des membrandsen Teils der
Kammerscheidewand, zeigt Abbildung 10. Ein deutlicher Unterschied innerhalb der
unterschiedlichen Patientengruppen sowie bezogen auf die Probanden, konnte nicht

verzeichnet werden.

Ab. 10: Septumdicke in mm bei den untersuchten ICM-, AMC-AMI-, AMC-DLVF- und DCM-Patienten

ICM AMC-AMI | AMC-DLVF DCM
11,8+2,77 |110,00+1,22| 10,93+1,48 | 10,67+1,87
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die Septumdicke in mm .Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gruppen.

Auch die Dicke der posterioren Wand (in mm) zeigte keine signifikanten
Veranderungen. So fand sich eine posteriore Wand von 9,60+2,51 mm bei der
Gruppe der ICM, 9,60+0,89 mm bei der Gruppe der AMC-AMI, 10,40+1,55 mm bei
der Gruppe der AMC-DLVF und 10,06+1,35 mm bei den DCM-Patienten.
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Die Wanddicke des linken Vorhofes wies Unterschiede zwischen den ICM-Kontrollen
(45,33+10,67mm) und den AMC- AMI Patienten (32,60+3,05 mm) auf (p = 0,008).
Auch zwischen den beiden AMC — Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied (p=
0,0000397) festgestellt werden (AMC-DLVF = 50,27+10,96 mm). Eine im Vergleich
zur AMC-AMI deutlich erhohte Dicke des linken Ventrikels konnte auch mit
45,09+5,51mm bei den Patienten mit DCM nachgewiesen werden.

Eine linksventrikulare Massenzunahme der Wanddicken und/oder des
linksventrikularen Durchmessers (LVEDD) stellt ein unabhangiges Risiko flr
kardiovaskulare Folgeereignisse und Gesamtmortalitat dar. Abbildung 11 zeigt den
LVEDD der unterschiedlichen Patientengruppen. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p<0,0001) bei der Gruppe der AMC-AMI Patienten verglichen mit den
ICM- Kontrollen. Auch innerhalb der AMC- Gruppe konnte ein signifikanter
Unterschied deutlich gemacht werden (p< 0,0001). Alle anderen Patienten- Gruppen
wiesen keine Signifikanz zu den ICM- Kontrollen auf. Das gleiche Bild zeigt sich auch
bei dem linksventrikularen endsystolischen Durchmesser (LVESD), der aus
Abbildung 12 zu entnehmen ist. Auch hier ist ein signifikanter Unterschied (p<0,0001)
bei der Gruppe der AMC-AMI Patienten verglichen mit den ICM- Kontrollen zu
verzeichnen, sowie auch innerhalb der AMC- Gruppe.
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Abb.11:  Linksventrikularer Enddiastolischer Durchmesser (LVEDD) in mm
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse den linksventrikuldren
Enddiastolischen Durchmesser in mm. Es zeigten sich signifikante Unterschiede (AMC-DLVF- AMC-AMI: p =
0,0000010; ICM- AMC-AMI: p = 0,0000320; DCM — AMC-AMI: p = 0,0000003 ).

Abb.12:  Linksventrikularer Endsystolischer Durchmesser (LVESD) in mm
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse der linksventrikulare
Endsystolische Durchmesser in mm. Es zeigten sich signifikante Unterschiede (AMC-DLVF- AMC-AMI: p =

0,0003285; ICM-AMC-AMI: p = 0,00896; DCM-AMC-AMI: p = 0,0007322).
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Bei einer akut oder chronisch auftretenden Schlussunfahigkeit der Mitralklappe
zwischen dem linken Vorhof und dem linken Ventrikel durch Veranderungen im
Bereich des Klappenanulus, der beiden Segel, der Chordae tendinae oder der
Papillarmuskeln kommt es zur Mitralklappeninsuffizienz (MIl). Das Ausmal} des
Kontrastmittelrefluxes in den linken Vorhof sowie die Regurgitationsfraktion erlauben
eine Graduierung der Mitralklappeninsuffizienz. Grad 1 zeigt einen minimalen Reflux
mit einer Regurgitationsfraktion von <20%, Grad 2 weist eine komplette Anfarbung
des linken Vorhofs nach mehreren Schlagen und eine Regurgitationsfraktion von 20-
39% auf, Grad 3 zeigt zudem eine dichte und vollstandige Anfarbung des linken
Vorhofs bei einer Regurgitationsfraktion von 40-60% und bei Grad 4 kommt es sofort
nach 1-2 Schlagen zur kompletten Anfarbung des linken Vorhofs mit einer
Regurgitationsfraktion von > 60%. Tabelle 5 zeigt den Grad der
Mitralklappeninsuffizienz bei den unterschiedlichen Patientengruppen sowie der ICM-
Kontrollen. Der Xz nach Pearson wies ein einen p- Wert von 0,041 auf und ist somit

leichtgradig signifikant.

Tabelle 5:  Mitralinsuffizienzgrad von ICM, AMC-AMI, AMC-DLVF und DCM Patienten

MI-Grad 0 1 2 3

ICM n=4 n=2 n=1 n=0

(57,14%) (28,57%) (14,29%) (0%)

n=4 n=1 n=0 n=0

Ahilee] (80,00%) (20,00%) (0%) (0%)

n=1 n=10 n=4 n=0

e (6.67%) (66,67%) (26,67%) (0%)

DCM n=10 n=19 n=3 n=4
(27.78% (52,78%) (8,33%) (11,11%)

3.7 Viruspositivitat

Verschiedene kardiotrope Viren kdnnen bei Patienten mit klinischem Verdacht auf
dilatative Kardiomyopathie und Myokarditis nachgewiesen werden. In den meisten
Fallen heilt diese Virusmyokarditis mit und auch ohne Restschaden des Myokards
aus. In einem geringen Prozentsatz von 10-15% kommt es allerdings zu einer
chronischen progredienten linksventrikularen Funktionsstérung entsprechend dem
klinischen Bild einer dilatativen Myokarditis. Es fanden sich 3 (60%) AMC-AMI- , 12
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AMC-DLVF (80%)- und 23 (63,89%) DCM- Patienten mit Viruspositivitat. So wurden
auch Patienten ermittelt, die nur fur einen bestimmten Virus (HHV6 oder PVB19)
oder auch fur beide Viren gleichzeitig positiv waren. Eine Signifikanz liegt mit einem
p-Wert von 0,45 nicht vor. Eine detaillierte Auflistung der Viruspositivitat innerhalb

der verschiedenen Patientengruppen zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Viruspositivitat (HHV6, PVB19, und Koinfektion mit beiden Viren) in EMBs von AMC-AMI,
AMC-DLVF- und DCM-Patienten

0 HAV6 PVB19 HHV6+PVB19
n=2 n=0 n=3 n=0
A (40,00%) (0%) (60,00%) (0%)
n=3 n=1 n=10 n=1
i IR (20,00%) (6,67%) (66,67) (6,67%)
DCM n=13 n=1 n=19 n=3
(36,11%) (2,78%) (52,77%) (8,33%)

3.8 Regulatorische T-Zellen/FoxP3

Da regulatorische T-Zellen (Tregs) essentielle Funktion im Rahmen von
Autoimmunitat, allergische Erkrankungen und anti- Tumor- Immunantworten
zukommt, sind die an der Suppression beteiligten Mechanismen und Molekille von
grollem therapeutischem Interesse. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit Tregs
untersucht. Diese, wie auch konventionelle T-Zellen wurden mittels FACS- Analysen
isoliert. Es erfolgte eine Sortierung in CD25 bzw. CD 4-Zellen.

Die Mechanismen der Toleranzvermittlung sind noch nicht vollstandig aufgeklart, die
Tregs scheinen aber von wichtiger Bedeutung flir die Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz zu sein.

Diese Zellen wurden bisher anhand der Oberflachenmarker CD4 und CD 25
identifiziert. CD4 lasst sich aber auch auf T-Helferzellen zu finden und CD25 findet
sich auch auf der Oberflache anderer T-Zellen, nach deren Aktivierung im Rahmen
einer Immunantwort. Abbildung 13 zeigt die Anzahl aller CD 4/CD25 + Zellen in
Prozent. Diese Population reprasentiert nur 1-4% der gesamten CD 4 Zellen.
Wahrend Gesunde Kontrollen 3,84+ 2,05% CD4/CD25+ Zellen aufwiesen, zeigten
ICM, AMC und DCM keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 13: CD25*/CD4* PBMCs (%) im Vergleich zwischen Gesunde Probanden, ICM-Patienten, AMC-

sowie DCM-Patienten.
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Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die Anzahl CD25+/CD4+

PBMCs in Prozent. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

In der Maus lassen sich 2 Zellpopulationen abgrenzen, die CD4+CD25- und
CD4+CD25+ Zellpopulationen. Beim Menschen ist dies deutlich schwieriger. Die
spezifischen funktionellen Eigenschaften der Treg werden vor allen Dingen den
CD4+CD25high T-Zellen zugeschrieben

Die Erfassung der regulatorischen T-Zellen erfolgte mit Hilfe von Antikorpern gegen
den intrazellularen Marker FoxP3 Die phanotypische Analyse erfolgte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie nach Farbung der T- Zellen mit verschieden markierten
monoklonalen Antikorpern. Die Methode ermdglicht die gleichzeitige Messung der
Granularitat, ZellgroRe sowie die Expressionshohe intrazellularer Molekule.
Abbildung 14 und 15 zeigen die Anzahl FoxP3 positiver Zellen der unterschiedlichen
Gruppen.

Hier zeigten sich signifikant erniedrigte FoxP3 Werte bei AMC und DCM Patienten im

Vergleich zu gesunden Probanden und ICM Patienten.
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Abb. 14:

FOXP3+ Total Events

FoxP3+ Total Events in Prozent
Healthy
S ICM AMC-AMI | AMC-DLVF DCM
3,02+ 0,82 2,85+ 0,78 | 1,17+0,45 1,44+0,76 2,36+1,43
6 n
] .
4 -
I
== 21
27 ]
i i
0 I I I | N .
1Healthy Controls AMC-AMI AMC-DLVF  DcM Al Pairs Each Pair
2ICM Tukey-Kramer Student's t
0,05 0,05

Clinically suspected diagnosis 03

Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die Anzahl der FoxP3+ Total

Events. Es zeigten sich signifikante Unterschiede (Healthy controls - AMC-AMI: p = 0,00010; Healthy controls -
AMC-AMI: p = 0,0037, DCM-AMC-AMI: p = 0,0023).
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Abb.15: FoxP3+ PBMCs (%) bei gesunden Probanden, ICM, AMC und DCM Patienten.

FoxP3+ in PBMCs (%)
N
(@]

Gesunde Probanden ICM AMC DCM

Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die Anzahl der FoxP3+ Total
Events. Es zeigten sich signifikante Unterschiede (Gesunde Probanden, ICM Patienten - AMC: p < 0,05;
Gesunde Probanden, ICM Patienten - DCM: p < 0,05)

Auf der Basis der statistischen Verteilung von FoxP3® PBMCs bei gesunden
Probanden und ICM-Patienten wurde ein unterer Grenzwert (Mittelwert — 2xfache
Standardabweichung) von 1,37872% ermittelt. 66,7% der AMC- und 33,3% der
DCM-Patienten zeigten erniedrigte Frequenzen von FoxP3" PBMCs (Abb. 16). Es
ergaben sich keine Differenzen hinsichtlich statistisch erhdhter (>4,53528%) FoxP3"

PBMCs zwischen den untersuchten Patientengruppen.
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Abbildung 16:  FoxP3+ PBMCs (%) im Vergleich zwischen Gesunde Probanden, ICM, AMC und DCM

Patienten zusammengefasst.
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Physiologisch erfolgt die Aktivierung von T-Zellen Uber den T-Zellrezeptor (TCR), der
mit dem CD3 Molekul assoziiert ist und costimulatorischen Molekulen.

Auf der Basis der statistischen Verteilung von CD3/FoxP3" PBMCs bei gesunden
Probanden, ICM-Patienten sowie der AMC-AMI-, AMC-DLVF- und DCM-Patienten
wurde ebenfalls ein unterer Grenzwert (Mittelwert — 2xfache Standardabweichung)
von 1,383% und ein oberer Grenzwert von 2,3059% ermittelt. Es ergaben sich keine
Unterschiede hinsichtlich  statistisch  signifikant erniedrigten und erhohten
CD3/FoxP3+ PBMCs zwischen den untersuchten Patientengruppen (Tabelle
7/Abbildung 17).
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Tabelle 7:  CD3/FoxP3+ PBMCs (%) im Vergleich zwischen Gesunde Probanden, ICM- , AMC- und DCM
Patienten zusammengefasst.
Healthy ICM AMC-AMI AMC-DLVF DCM
controls
colFaes n=4 n=1 n=2 n=6 n=12
<1,3833 (30,77%) | (14,29%) | (33,33%) (42,86%) | (33,33%)
CD3/FoxP3 n=3 n=2 n=0 n=3 n=11
>2,3059 (23,06%) | (28,57%) (0%) (21,43%) | (30,56%)
Abbildung 17: CD3*/FoxP3* PBMCs (%) im Vergleich zwischen Gesunde Probanden, ICM-Patienten und
AMC- sowie DCM-Patienten.
Healthy AMC-
controls el AMC-AMI| ) vF .
4,01+1,27 6,20+3,45 | 3,23+1,62 | 3,81+1,6 | 4,51+2,37
12
104
g .
m B
(T
P ks
-] B
0 T T T . .
1Healthy Controle 2ICM AMC DCM All Pairs Each Pair
Tukey-Kramer Student's t
Clinically suspected diagnozis 02 0,05 0,05
Legende: Die X- Achse zeigt die unterschiedlichen Patientengruppen, die Y-Achse die Anzahl CD3+/FoxP3

PBMCs in Prozent. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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4 Diskussion

Die Zielsetzung der Arbeit war es, Kenntnisse Uber die dilatative Kardiomyopathie und
der akuten Myokarditis zu gewinnen, die Frequenz von FoxP3" Zellen bei Patienten
mit der klinischen Prasentation einer AMC und DCM im Vergleich zu gesunden
Probanden und Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM) zu bestimmen,
Maoglichkeiten zur Isolierung und Markierung von regulatorischen T-Zellen zu finden
und Hinweise zur therapeutischen Relevanz von regulatorischen T-Zellen bei der
dilatativen Kardiomyopathie und akuten Myokarditis zu eruiert.

Im Vergleich zwischen gesunden Probanden, ICM, AMC und DCM Patienten zeigten
sich signifikant erniedrigte prozentuale FoxP3 Frequenzen bei AMC-Patienten. Auf
der Basis der statistischen Verteilung von FoxP3" PBMCs bei gesunden Probanden
und ICM-Patienten wurde ein unterer Grenzwert (Mittelwert — 2xfache
Standardabweichung) von 1,37872% ermittelt. 66,7% der AMC- und 33,3% der DCM-
Patienten zeigten erniedrigte Frequenzen von FoxP3" PBMCs. Es ergaben sich keine
Unterschiede hinsichtlich statistisch signifikant erhdhter (>4,53528%) FoxP3+ PBMCs

zwischen den untersuchten Patientengruppen.

4.1 Immunantwort

Immunantworten sind sowohl quantitativ als auch qualitativ darauf ausgelegt, eine
optimale Abwehrleistung zu erzielen. So wird der Organismus durch das
Immunsystem vor dem Angriff krankheitserregender Mikroorganismen wie Bakterien,
Viren und Pilze geschutzt. Doch dies ist nicht die einzige Aufgabe des
Immunsystems. Es sollen nicht nur die unterschiedlichsten Krankheitserreger
erfolgreich bekampft, sondern auch die naturliche Tendenz zur Autoimmunitat unter
Kontrolle gehalten und die Lymphozyten-Effektorpopulationen durch homdostatische
Prozesse in ausreichender sowie funktionsfahiger Anzahl bereitgestellt werden
(95,96,97).
Zu diesem Zweck verfugt das Immunsystem uber ein groRes Arsenal sehr effizienter
und schnell wirkender Mechanismen. Hierzu zahlen die Deletion von peripheren T-
Zellen, die differentielle Wirkungsweise der Zytokine IL-10 und TGF-B, die
Kompetition um Antigene, Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren, die Limitierung
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der klonalen Expansion durch Aktivierung von CTLA4 sowie die Induktion des
programmierten Zelltodes Uber die verschiedensten Signale. Da allerdings auch die
Gefahr besteht, dass sich diese Mechanismen gegen den Organismus selbst richten,
welche zu allergischen und autoimmunen Erkrankungen fihrt, missen sie streng
kontrolliert und reguliert werden (98).

In den letzten Jahren haben sich zusatzlich die Hinweise gehauft, dass auch
sogenannte regulatorische T-Zellen an der Limitierung einer Immunantwort gegeniber
Fremdantigenen und an der Erhaltung der Toleranz gegenuber Selbst-Antigenen
zentral beteiligt sein konnten. Regulatorische T-Zellen (Tregs) gehoren zu den derzeit
am intensivsten erforschten Zellen des Immunsystems. Sie besitzen potente
suppressorische Eigenschaften, die es ihnen ermdglichen, Immunreaktionen zu
verringern oder abzuschalten. Durch diese Funktion stellen sie eine bedeutende
Kontrollinstanz fur die Balance des Immunsystems dar (97).

Eine formelle molekulare Definition fur diese Zellen entstand mit der Entdeckung,
dass diese den Transkriptionsfaktors FoxP3 (Forkhead box protein 3) expremieren
(97). Das Molekul FoxP3, das zur Familie der Forkhead-box-Transkriptionsfaktoren
gehort, wurde im Jahr 2001 durch eine molekulargenetische Analyse der sogenannten
,scurfy“-Maus entdeckt. In dieser Maus konnte nachgewiesen werden, dass deren
starker Autoimmunitatsphanotyp durch eine Frameshift-Mutation im foxp3-Gen
verursacht wird, die zu einem sofortigen Abbau der FoxP3-Molekule flhrt.
Vergleichbare Mutationen im FoxP3-Gen wurden auch bei Patienten gefunden, die
unter dem IPEXSyndrom (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-
linked) leiden (94).

4.2 die Rolle regulatorischer T-Zell Frequenzen

Die an der Aufrechterhaltung der immunologischen Homdostase beteiligten
regulatorischen CD4+CD25+ T- Zellen sind in ihrer Entwicklung und Funktion
abhangig von dem Transkriptionsfaktor FoxP3. Neben den natlrlich vorkommenden
regulatorischen CD4'CD25" Treg Zellen, die sich FoxP3 abhangig entwickeln, sind
auch andere T-Zellen mit suppressiver Eigenschaft bekannt. Hierzu gehdren z.Bsp.
natlrliche Killer T-Zellen oder CD8"CD28" T-Zellen. Sie unterscheiden sich in ihrer

Entwicklung, durch die Expression von FoxP3 und dem Mechanismus ihrer
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suppressiven Eigenschaften. Eine hohe Expression von FoxP3 ist charakteristisch
von Treg Zellen, eine eingeschrankte Expression, im Gegensatz dazu kennzeichnet
eine stark regulierte, eingeschrankte Expression in Abhangigkeit der T- Zell Rezeptor
Stimulation nicht regulatorische Effektorzellen.

CD4%/CD25" T regulatorische Zellen besitzt eine potente inflammatorische Kapazitat
in Tiermodellen, die eine intestinale Entzindung aufweisen (89). Dies ist die erst
Studie, die CD4"/CD25" T regulatorische Zellen bei akuter Myokarditis und dilatativer
Kardiomyopathie untersucht und vergleicht. Der Anstieg der FoxP3 Zellen bei der
dilatativen Kardiomyopathie ist signifikant niedriger als bei einer akuten Myokarditis.
Dies konnte auch bei zwei Auto-Immunerkrankungen (graft versus host disease und
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen) nachgewiesen werden. Hier konnten
erniedrigte Frequenzen von sich im Thymus als CD4°CD25™" (high) bzw. FoxP3"
Tregs entwickelnden Zellen (PBMCs) beschrieben werden. Hingegen zeigten
Patienten mit einer akuten Divertikulitis erhdhte FoxP3® Frequenzen auf, was die
Regulierbarkeit der Tregs in PBMCs bei unterschiedlichen immunvermittelten
Erkrankungen verdeutlicht (90).

Bevor die wichtige Rolle von regulatorischen CD4 CD25high T Zellen bekannt wurde,
evaluierten Studien CD 25 als den aktivierenden Marker. In dieser Arbeit wurden die
CD4*/CD25" T-Zellen mittels FACS- Analysen gemessen. Es ergaben sich keine
Unterschiede hinsichtlich der statistischen Signifikanz zwischen den untersuchten
Patientengruppen sowie der Kontrollgruppe. Maul et al zeigten auch in lhrer Studie,
dass die CD 25" Zellen nicht notwendigerweise die Anzahl von CD 25 high T- Zellen
reflektieren. Auch hier konnte dargestellt werden, dass die Anzahl von CD25 Zellen in
den unterschiedlichen Darmerkrankungen annahernd ahnliche Werte aufwiesen,
jedoch konnte ein Unterschied in der Zahl der CD4* CD25"9" T- Zellen gezeigt
werden. Die vorliegende Arbeit konnte diese Aussage bestatigen. Wahrend sich
keine Unterschiede hinsichtlich der statistischen Signifikanz zwischen den
untersuchten Patientengruppen sowie der Kontrollgruppe ergaben, zeigten sich

jedoch deutliche Signifikanzen in der Anzahl der CD 25 M

Population. Im
zusammenfassenden Vergleich zwischen Kontrollen (gesunde Probanden und ICM-
Patienten) und AMC- und DCM-Patienten ergaben sich bei der letzteren
Patientengruppe signifikant (p=0,0029) erniedrigte Frequenzen von FoxP3" PBMCs.
Interessant ware hier ein Verglich von peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) aus

EDTA-Blut von Patienten mit klinischem V.a. AMC und DCM, sowie von gesunden
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Probanden als auch von Patienten mit ICM (Herzinsuffizienz nicht-DCM-Genese) als
Kontroll-Population mit der Anzahl von FoxP3- Zellen in der Endomyokardbiopsie. Aus
ethischen Grinden koénnten jedoch EMBs-Untersuchungen nur an AMC und DCM
Patienten vorgenommen werden, weil hierbei die EMBs-Diagnostik eine klinische
Routine darstellt. Das heif3t ein Vergleich der Endomyokardbiopsien von Patienten mit
AMC beziehungsweise DCM mit der Kontrollpopulation ist nicht moglich.

Der Mechanismus der die Frequenz peripherer CD4"CD25" T-regulatorischer Zellen
reguliert, ist immer noch unklar. Bekannt ist, dass CD25" regulatorische T Zellen
sowohl den T-Zellrezeptor (TCR) zur Interaktion mit Peptidantigenen als auch den
Toll- like Rezeptor (TLR) exprimieren. TLRs dienen der Erkennung von PAMPs
(Pathogen Associated Molecular Patterns). Das sind Strukturen, welche
ausschlieRlich auf oder in Krankheitserregern vorkommen und steuern entsprechende
Aktivierungen von Genen. Daher kdénnen CD25" regulatorische T Zellen durch
bakterielle Stimulation differenzierte Regulationen ausfuhren. Die Daten dieser Arbeit
zeigen eine geringere Anzahl von CD4'CD25"" T regulatorischen Zellen bei
Patienten mit AMI beziehungsweise DCM im Vergleich mit ICM Patienten
beziehungsweise Probanden, was darauf schliel3en lassen konnte, dass diese Zellen
eine beeintrachtigte Suppressorfunktion aufweisen. Jedoch konnte Maul et al in lhrer
Studie Gber Darmerkrankungen belegen, dass CD4'CD25" T-regulatorischer Zellen
eine normale Suppressorfunktion aufwiesen. Unsere Daten lassen vermuten, dass
Patienten mit akuter Myokarditis beziehungsweise dilatativer Kardiomyopathie einen
nummerischen Defekt aufzeichnen, der den CD4*CD25"9" T- Zellpool vermindert und
fur eine insuffiziente Versorgung mit regulatorischen T- Zellen fuhrt.

Das therapeutische Potential CD4*CD25 "9" Tregs sollte daher weiter erforscht

werden.

4.3 Isolierung und Markierung regulatorischer T- Zellen

CD47CD25" und CD4'CD25 zeigen beide regulatorische T-Zell Funktionen. Sie
unterscheiden sich in der Verwendung unterschiedlicher Suppressormechanismen.

Naturlich vorkommende regulatorische CD4'CD25" Ty Zellen haben sich als eine
Foxp3 abhangige Subpopulation von Suppressor T-Zellen erwiesen. Fehlt FoxP3
kommt es somit zum Verlust von CD4°CD25" T,y Zellen, was zu einem letalen

Immundefekt mit multiplen Autoimmunkrankheiten fihrt (79). Bei Menschen sind
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CD4"CD25" Treg Zellen durch eine starke Expression des Oberflachenmolekiils CD 25
high gekennzeichnet. Diese Population repréasentiert nur etwa 1-3% der CD4" T-Zellen
(80). Zur Charakterisierung spezifischer T- Zellen dienen vornehmlich die alpha- Kette
des Interleukin 2 Rezeptors (CD25) und der Transkriptionsfaktor FoxP3. CD 25 qilt als
Aktivierungsmarker.

Um den optimalen CD25 Antikorper fur die Foxp3-Messung zu finden, wurden mittels
FACS-Analyse 2 unterschiedliche Klone unterschiedlicher Hersteller (Klon BC 96 von
eBioscience; und Klon M-A251 von BD Bioscience, San Diego, USA) ausgetestet. In
der FACS-Analyse wurden die Lymphozyten umrahmt (gating) und der Marker
anhand der Isotypenkontrolle gesetzt.

Die Testung zeigte, dass der Klon BC96 CD25 Maus-anti-human-Antikérper der Firma
eBioscience mit 9,4% der CD25 positiven T- Lymphozyten etwas schlechter markierte
als der Klon M-A251 von BD Bioscience. Die folgenden FACS-Analysen verwendeten

den Klon M-A251. Die Unterschiede werden in Abbildung 18 deutlich sichtbar.

Vergleich verschiedener CD25

Antikorper
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Abb.18:  Vergleich von 2 verschiedenen CD25 Antikérpern

Legende: Die X-Achse zeigt die 2 getesteten CD 25 Antikdrper (Klon BC 96 und M-A251). Die Y-Achse spiegelte
die bessere Anféarbbarkeit mit Klon M-A251 wieder. Wahrend Klon BC 96 9,4 % der T- Lymphozyten als CD25+
markierte, konnte der Klon M-A251 13,4% positive CD 25 T- Lymphozyten markieren.

Um eine angemessene Zellzahl fur potentiell klinische Anwendungen zu erreichen,

bedarf es somit der Etablierung von Protokollen, die eine sichere Expansion dieser

Zellen ex vivo erlauben.
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Ein weiteres Problem stellte auch der passende FoxP3 Antikorper dar. Die
Messungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass der PE gekoppelte FoxP3-
Antikdrper teilweise unspezifisch bindet. Dies konnte anhand der Verschiebung der
Gesamtpopulation in den FACS- Analysen festgestellt werden. Der Hersteller des PE-
gekoppelten FoxP3 Antikorper PCH 101 beschreibt diese Verschiebung jedoch nicht.
Auch eine Studie von Gavin et al zeigt dieses Phanomen, jedoch bleibt die
Verschiebung in der Diskussion unbericksichtigt (102). Eine andere Studie testete die
Spezifitat des FoxP3 Antikorpers, indem sie FoxP3 Bindungen durch ungekoppelten
FoxP3 Antikorper blockierten. Es zeigte sich, dass der verwendete Antikorper zum
Teil unspezifisch bindet.

In der vorliegenden Arbeit fanden sich bei der Messung des PE gekoppelten
Antikdrpers haufig 2 Hauptpopulationen. Eine maégliche Erklarung liegt darin, dass es
sich hierbei um eine Population FoxP3 Me"
FoxP3" T- Zellen als auch FoxP3 — T Zellen handeln kénnte. Die FoxP3 "9 T- Zellen

wurden mittels Quadranten abgegrenzt und mit den Werten der gesunden Probanden

T- Zellen und eine Mischpopulation aus

verglichen.

Dennoch gestaltet sich die genaue Bestimmung der FoxP3* T- Zellen in einer
Zellpopulation mit dem vom Hersteller empfohlenen PE- gekoppelten FoxP3
Antikdrper PCH 101 als schwierig und nicht immer als genau. Aufgrund des hohen
Anteils von spezifischen Bindungen erlaubt die Messung dennoch eine Abschatzung

des Verhaltnisses der FoxP3 M9"

T- Zellen zur restlichen T- Zellpopulation.

Um eine noch genauere Aussage zur Spezifitat des FoxP3 Antikorpers treffen zu
kénnen, sollten verschiedene Antikodrper hinsichtlich ihrer Spezifitat getestet werden.
Der in dieser Arbeit gewahlte Ansatz der Zellsortierung als Grundlage zur Isolation
von humanen CD4'CD25"™" T-Regs verdeutlicht diese Problematik, da fir die
Markierung der Lymphozyten mit dem intrazellularen Antikorper FoxP3 mindestens
1x10° Zellen benétigt wurden.

Die etablierte durchflusszytometrische Erfassung des Transkriptionsfaktors FoxP3
mittels FACS (fluorescence activated cell sorting; fluoreszenzaktivierter Zellsorter)
erlaubt die qualitative und quantitative Darstellung des Markers auf Einzelebene
innerhalb der untersuchten Zellpopulation. Voraussetzung hierfur ist eine Markierung
durch Fluorochrom-Antikérperkonjugaten. Eine Beurteilung der Zellen war jedoch
manchmal erschwert, wenn der Zellmarker nicht spezifisch exprimiert wurde. Zudem

gilt die Durchflusszytometrie als eine komplizierte Messung. Andere Studien

53



Diskussion

versuchten ein quantitatives, auf Echtzeit (real time)- PCR basierendes
Nachweissystem zu etablieren, das es ermoglicht im peripheren Blut Tregs auf 0,25%
exakt zu bestimmen und somit komplizierte Standardmessungen abzulésen
(100,101). Allerdings korreliert diese Methode mit keinem anderen Zellmarker, so
dass diese Methode auf Spezifitat angezweifelt werden muss.

Es konnte in Zukunft jedoch moglicherweise eine Durchflusszytometrie- Analytik zu
Gunsten einfacherer und wirtschaftlicher Alternativen abgeldst werden.

Ein weiteres Problem entstand durch die lange Aufarbeitungszeit der Zellen. Das
Protokoll der Firma eBioscience zur Isolierung und Markierung von regulatorischen T-
Zellen sieht eine Aufarbeitung von Blutlymphozyten in einem Schritt vor. Da der
zeitliche Aufwand der Messungen sehr grofd war und nicht immer garantiert werden
konnte, dass die Blutentnahmen immer morgens stattfinden konnten, wurde bereits
vorab der Unterschied zwischen frisch praparierten und eingefrorenen PBMCs
getestet. Hierbei konnte an drei Probanden festgestellt werden, dass der Unterschied
zwischen frisch praparierten und aufgetauten PBMCs bei CD4"CD25" Farbungen bei
1,1% zu Gunsten der frisch praparierten PBMCs lag. Bei einer weiteren Testung von
CD4" CD25" Foxp3* Farbungen konnte bei einem Probanden sogar ein positiver
Effekt von 0,6% zu Gunsten der eingefrorenen PBMCs festgestellt werden (Abb.
19/20).
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Vergleich: frisch preparierte PBMCs vs. Differenz der MeBwerte von frischen PBMCs
eingefrorenen PBMC nach dem Auftauen vs. eingefrorenen PBMC nach dem Auftauen
10
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Abb19: Vergleich von frisch praparierten und Abb.20: Differenz der Messwerte von frisch
eingefrorenen PBMCS praparierten versus eingefrorenen
PBMCS

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es keine signifikante Differenz
zwischen frisch praparierten und eingefrorenen PBMCs fur die FACS-Messung gab.
Daher wurde bei allen Probanden- und Patientenmessungen eingefrorene PBMCs
verwendet. Somit konnte das Problem der klinischen Anwendung mit Durchflihrung

der oben erwahnten 2-zeitigen Methode gelost werden.

4.4 Relevanz regulatorischer T- Zellen bei Erkrankungen

Bisherige Ergebnisse uber regulatorische T- Zellen beim Menschen stammen aus
retrospektiven Studien und in vitro Versuchen aus der Transplantationsmedizin, der
Onkologie und dem Monitoring von Autoimmunerkrankungen. Die Rolle von
regulatorischen T-Zellen (Tregs), die durch den Transkriptionsfaktor FoxP3
charakterisiert werden, ist sowohl bei der akuten Myokarditis als auch bei der
dilatativen Kardiomyopathie bislang nicht untersucht. Tregs kdnnten zum einem vor
einer UberschielRenden, gewebsdestruierenden Immunantwort schitzen, zum anderen
aber auch die effektive Viruselimination Uber die Hemmung der antiviralen

Immunantwort fordern (15). T-regulatorische Zellen halten normalerweise das
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Immunsystem im Gleichgewicht. Ist die Anzahl der Treg- Zellen reduziert, so wie bei
der DCM und vor allem der akuten Myokarditis, oder ist deren Funktionalitat gestort,
kann das Immunsystem aus der Balance geraten. Die Immunzellen, die eigentlich
Bakterien und Viren erkennen und zerstéren sollen, greifen kdrpereigenes Gewebe
und Organe an. Kurzlich entstand eine Studie, die belegte, dass Bluthochdruck
bedingte Herzverdickung und Herzrhythmusstérungen bei Mausen durch Injektion von
Tregs gemildert werden konnte. Eine weitere Studie zeigte, dass regulatorische T-
Zellen einer Tumorregression entgegenwirken.

Die Depletion regulatorischer T- Zellen stellt somit einen ersten therapeutischen
Ansatz dar. Die Depletion uber Anti- CD25 gerichtete Antikdrper konnte in mehreren
Studien erste Erfolge verzeichnen. Taylor und Kollegen zeigten in ihrer Studie, dass
durch eine Depletion der CD 25 Zellen eine Minderung der Rezidivrate bei HPV 16
induzierten Tumoren angestrebt werden konnte(103). Jedoch belegten auch andere
Studien, dass es durch eine Behandlung mit anti- CD 25 Antikorper zu einer
funktionellen Inaktivierung der CD 25 expremierenden Zellen kam. Es folgten hier
vermehrte Infektanfalligkeit und vermehrte selbstgerichtete Immunreaktionen (104).
Ein moglicher therapeutischer Ansatz von regulatorischen T-Zellen zur Behandlung
der akuten Myokarditis beziehungsweise der dilatativen Kardiomyopathie liegt in der
Viruselimination und somit einer verbesserten links-ventrikularen Ejektionsfraktion
(LVEF). Jedoch ist die antivirale Immunantwort bei DCMi unvollstandig verstanden.
Auf der Basis tierexperimenteller Befunde aus dem Coxsackie B Virus Mausmodell
sowie Ergebnissen von DCMi Patienten wird davon ausgegangen, dass eine initiale
stark ausgepragte, Th1/CTLs (zytotoxische T-Zellen) polarisierte Immunantwort zu
einer raschen Viruselimination und somit Ausheilung der kardialen Virusinfektion fuhrt.
Hingegen eine suboptimale Th1/CTLs gestutzte, bzw. Th2 gewichtete Immunantwort
eine ineffektive Viruselimination fordert und somit Uber die Viruspersistenz zu einem
Progress der DCMi beitragt. Genau hier musste die Behandlung mit anti CD 25
gerichtete Antikdrper ansetzen, um eine eideutige klinische Besserung der akuten
Myokarditis beziehungsweise dilatativen Kardiomyopathie zu erreichen. Daher ist die
Kenntnis Uber Differenzierung, Spezifizierung und Subphenotypisierung FoxP3
regulatorischer T Zellen unabdingbar (105). Eine Hauptschwierigkeit bei der klinischen
Applikation dieser Zellen ist deren geringe Anzahl im peripheren Blut. Deshalb wird es
notig sein, die Zellen aulRerhalb des Kdorpers zu kultivieren und zu vermehren, um sie

in ausreichender Form verabreichen zu konnen.
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4.5 Schlussfolgerung

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig signifikant erniedrigte Frequenzen
von FoxP3" regulatorischen T-Zellen bei PBMCs von DCM- und insbesondere AMC-
Patienten.

Diese Befunde sind nicht ein Epiphdnomen der Herzinsuffizienz, da sich keine
signifikanten Unterschiede bei ICM-Patienten mit langjahriger Herzinsuffizienz
ischamischer Genese zeigten.

Eine detaillierte Sub-Analyse im Vergleich mit den EMBs-Untersuchungen (DCMi:
immunhistologischer Nachweis einer intramyokardialen Entzindung und einer
kardiotropen Virusinfektion) kdnnte die Assoziation der erniedrigten FoxP3" Frequenz
in PBMCs von AMC- und DCM-Patienten mit diesen pathogenetischen Merkmalen der
DCMi eruieren.

Das wachsende klinische Interesse an der Entwicklung von regulatorischen T- Zell-
Therapien fur die Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder der
Transplantations- Abstolung sowie kardiologischer Erkrankungen bedingt somit die

Notwendigkeit flr die genaue Kenntnis von FoxP3 regulatorischen T- Zellen.
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5 Zusammenfassung

Es besteht eine atiopathogenetische Assoziation zwischen der akuten Myokarditis
(AMC) und der dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Kardiotrope Viren (am haufigsten
das Parvovirus B19/B19V ermittelt durch nested PCR/nPCR;) und eine
intramyokardiale Entzindung (Immunhistologie) kénnen in Endomyokardbiopsien
(EMBs) von ca. 60% der Patienten mit der klinischen Prasentation einer AMC oder
DCM nachgewiesen werden, was mit der WHO-Definition einer ,inflammatorischen
Kardiomyopathie® (DCMi) Ubereinstimmt. Insbesondere die Viruspersistenz ist mit
einer progredienten Einschrankung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF)
assoziiert. Die Rolle von regulatorischen T-Zellen (Tregs), die durch den
Transkriptionsfaktor FoxP3 charakterisiert werden, ist bei der DCMi bislang nicht
untersucht.  Tregs  konnten  einerseits vor  einer  Uberschiel3enden,
gewebsdestruierenden Immunantwort schitzen, andererseits aber auch die effektive
Viruselimination Uber die Hemmung der antiviralen Immunantwort férdern.

Ziel: Die Zielsetzung der Arbeit war es, die Frequenz von FOX-P3™ Zellen bei
Patienten mit der klinischen Prasentation einer AMC und DCM im Vergleich zu
gesunden Probanden und Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM) zu
bestimmen. Die Zielsetzung der Arbeit war es, Kenntnisse Uber die dilatative
Kardiomyopathie und der akuten Myokarditis zu gewinnen, die Frequenz von FoxP3"
Zellen bei Patienten mit der klinischen Prasentation einer AMC und DCM im
Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie
(ICM) zu bestimmen, Madglichkeiten zur Isolierung und Markierung von
regulatorischen T-Zellen zu finden und Hinweise zur therapeutischen Relevanz von
regulatorischen T-Zellen bei der dilatativen Kardiomyopathie und akuten Myokarditis
Zu eruiert.

Methodik: Die Arbeit untersuchte periphere mononukleare Zellen (PBMCs) aus
EDTA-Blut von Patienten mit klinischem V.a. AMC und DCM und von gesunden
Probanden sowie von Patienten mit ICM (Herzinsuffizienz nicht-DCM-Genese) als
Kontroll-Population. Aus ethischen Grinden konnten EMBs-Untersuchungen nur an
AMC und DCM Patienten vorgenommen werden, weil hierbei die EMBs-Diagnostik
eine klinische Routine darstellt.

Die PBMCs wurden mittels Ficoll-Gradienten (PAA, Colbe, BRD) isoliert.

Anschlielend wurden unspezifische Bindungsstellen der Zellen mittels Beriglobin
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(1:50 in PBS; Behring, Marburg, DRD) saturiert. Anschlieend wurden die Zellen mit
der working solution (Permeabilisierung der Zellmembran fur die Durchdringung von
Maus-anti-FoxP3 Antikorper) iber 60 min inkubiert. Nach zweimaliger Waschung mit
je 1 ml Permeabilisierungspuffer folgte die Gabe von 10 pL Maus-anti-human
FoxP3-PE Antikorper (Klon: PCH101; Natutec, Frankfurt a.M., BRD) und eine
Inkubation von 30 Minuten bei 4 °C. Nach erneutem Waschen mit je 1 ml
Permeabilisierungspuffer und anschliellender Waschung mit je 2 ml PBS wurden die
PBMCs mittels FACS-Analyse am FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg,
BRD) gemessen.

Resultate: Im Vergleich zwischen gesunden Probanden, ICM, AMC und DCM
Patienten zeigten sich signifikant erniedrigte prozentuale FoxP3 Frequenzen bei
AMC-Patienten. Auf der Basis der statistischen Verteilung von FoxP3" PBMCs bei
gesunden Probanden und ICM-Patienten wurde ein unterer Grenzwert (Mittelwert —
2xfache Standardabweichung) von 1,37872% ermittelt. 66,7% der AMC- und 33,3%
der DCM-Patienten zeigten erniedrigte Frequenzen von FoxP3* PBMCs. Es ergaben
sich keine Unterschiede hinsichtlich statistisch signifikant erhohter (>4,53528%)
FoxP3" PBMCs zwischen den untersuchten Patientengruppen.

Schlussfolgerung: Die Daten zeigen erstmalig signifikant erniedrigte Frequenzen von
FoxP3" regulatorischen T-Zellen bei PBMCs von DCM- und insbesondere AMC-
Patienten. Diese Befunde sind kein Epiphdnomen der Herzinsuffizienz, da sich keine
signifikanten Unterschiede bei ICM-Patienten mit langjahriger Herzinsuffizienz
ischamischer Genese zeigten. Um neue Therapiekonzepte zu schaffen, ist es

unabdingbar, genaue Kenntnisse uber FoxP3 regulatorische T- Zellen zu erlangen.
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Abkurzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

AMC akute Myokarditis

AMC-AMI akute Myokarditis mit einer klinischen Prasentation die einem akuten
Myokardinfarkt ahnelt

AMC-DLVF akute Myokarditis mit eingeschrankter LVEF (depressed left
ventricular function)

AV-Block atrioventrikularer Block

CAR Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

CTLs Zytotoxische T-Lymphozyten

DCM Dilatative Kardiomyopathie

DBA Digitale Bildanalyse

EF Ejektionsfraktion

EMBs Endomyokardbiopsien

FACS Fluorescence activated cell sorting

DCMi inflammatorische Kardiomyopathie

ICM ischamische Kardiomyopathie

IPEX Immun-Dysregulation, Polyendokrinopathie, X-chromosomale
Enteropathie

LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion

LVESD Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser

nPCR: nested polymerase chain reaction (Polymerasenkettenreaktion)

NYHA New York Heart Association

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PCR Polymerasenkettenreaktion (polymerase chain reaction)

TCR T-Zell-Rezeptor

Tregs regulatorische T-Zellen
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